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“El futuro tiene muchos nombres. 
Para los débiles es lo inalcanzable. 
Para los temerosos lo desconocido. 
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1.1. Dieta mediterránea y aceite de oliva 
"La dieta mediterránea (DiM) es un conjunto de competencias, conocimientos, prácticas 
y tradiciones relacionadas con la alimentación humana, que van desde la tierra a la 
mesa, abarcando los cultivos, las cosechas y la pesca, así como la conservación, 
transformación y preparación de los alimentos y, en particular, el consumo de éstos", 
según Unesco. El Comité Intergubernamental de la UNESCO para la Salvaguardia del 
Patrimonio Cultural Inmaterial (Kenia, 2010), acordó inscribir la Dieta Mediterránea en 
la Lista representativa del Patrimonio Cultural Inmaterial de la Humanidad. El comité 
destaca que los ingredientes principales de esta dieta son "el aceite de oliva, los 
cereales, las frutas y verduras frescas y los frutos secos, una proporción moderada de 
carne, pescado y productos lácteos, y abundantes condimentos y especias, cuyo 
consumo en la mesa se acompaña de vino o infusiones, respetando siempre las 
creencias de cada comunidad” (Trichopoulou and Lagiou, 1997). Además, subraya que 
la dieta mediterránea -cuyo nombre viene de la palabra griega diaita, que quiere decir 
modo de vida- no comprende solamente la alimentación, sino que es “un elemento 
cultural que propicia la interacción social”. Todo ello conduce a una alimentación muy 
saludable con extraordinarios beneficios para la salud. Por una parte, protege de 
enfermedades cardiovasculares además de reducir los niveles de colesterol y por otra, es 
rica en fibra y antioxidantes que protegen del envejecimiento de las células.  
La American Heart Association (AHA) ha destacado la importancia de una dieta 
saludable en la prevención de las enfermedades cardiovasculares (ECV) y los accidentes 
cerebrovasculares (Lloyd-Jones et al., 2010). Durante la última década, el enfoque de la 
epidemiología nutricional se ha desplazado de los nutrientes y los alimentos específicos 
a los hábitos alimentarios globales, centrando la atención en un enfoque más holístico 
sobre la dieta que incluye tanto componentes de salud como de placer, es por todo esto 
por lo que en los últimos años la DiM ha sido y es objeto de numerosos estudios por 
parte de la comunidad científica en todo el mundo, son muchos los efectos beneficiosos 
de esta dieta sobre la salud, principalmente sobre su incidencia positiva en la prevención 
de las enfermedades cardiovasculares (Babio et al., 2014; Estruch et al., 2013).  
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Una de las características mejor conocidas y más importantes de la DiM es la presencia 
del aceite de oliva virgen (AOV) como la principal fuente de grasa monoinsaturada. El 
aceite de oliva virgen extra (AOVE) es obtenido del fruto de Olea europaea L., 
conservando todos sus componentes nutricionales ya que no se refina para su consumo, 
como ocurre con otros aceites de origen vegetal tales como el de girasol, colza o soja. A 
diferencia de éstos, el AOVE mantiene todas sus propiedades naturales proporcionando 
cientos de micronutrientes y antioxidantes entre los que se incluye los compuestos 
fenólicos (destacando el hidroxitirosol), la vitamina E, los carotenos y el escualeno 
(Owen et al., 2000). 
Sin duda, el estudio PREDIMED (Estruch et al., 2013), supone un hito en cuanto a la 
consideración de la dieta mediterránea, en general, y el AOVE, en particular, como 
modelo de alimentación cardiosaludable. Se trata de un ensayo clínico aleatorizado, en 
el que participaron de 7447 pacientes con alto riesgo cardiovascular. Los sujetos del 
estudio fueron asignados de forma aleatoria a tres grupos: DiM + AOVE, DiM+ frutos 
secos y grupo control con dieta con bajo contenido en grasa. El objetivo del estudio era 
evaluar la eficacia de dos dietas mediterráneas suplementadas con aceite de oliva virgen 
extra o frutos secos frente a una dieta baja en grasa, sobre la prevención primaria de un 
evento cardiovascular. Los autores concluyeron que una DiM, suplementada con AOVE 
o frutos secos, reducía el riesgo de sufrir un evento cardiovascular. 
En esta línea, otros autores han evidenciado que un incremento en la ingesta diaria de 
10 g de AOVE reduciría un 10% la incidencia de eventos cardiovasculares y un 16% el 
riesgo de mortalidad cardiovascular en pacientes con alto riesgo cardiovascular (Guasch 
et al., 2014).  
A continuación, recogemos un resumen de los artículos más actuales relacionados con 
el efecto cardiosaludable de los polifenoles en el ser humano. La información aquí 
recogida forma parte de un artículo en elaboración titulado “Influencia de los 
polifenoles de la dieta sobre la enfermedad cardiovascular: efecto a corto, medio y largo 
plazo”, que además se ha plasmado en un trabajo fin de grado de Medicina, presentado 




1.1.1. Estudios clínicos sobre dieta mediterránea (DiM) y/o aceite de oliva virgen 
extra (AOVE) 
1.1.1.1. Estudios en individuos sanos 
Las dietas estudiadas sobre individuos sanos reportan que la DiM y dentro de la misma 
los polifenoles del AOV, previene de enfermedades cardiovasculares al favorecer la 
relación entre LDL/HDL, tienen un efecto directo sobre la morfología de la arteria, 
concretamente sobre el grosor y área de la arteria carótida según. Las dietas 
suplementadas con frutos secos o con AOVE fueron las de mayor beneficio. El éxito de 
esta dieta se debe a su composición grasa, el AOV que posee un alto contenido en ácido 
oleico y polifenoles siendo el más estudiado el hidroxitirosol, todas estas sustancias son 
potentes antioxidantes además de presentar efectos vasodilatadores y claros efectos 
antiinflamatorios. 
Los estudios de Castaner et al.  (2011, 2012), así como el estudio de Hernáez et al. 
(2014, 2015), sobre individuos sanos, reportaron el efecto beneficioso de los polifenoles 
sobre la reducción en la oxidación del LDL y el incremento de HDL respectivamente. 
Los estudios aludidos se centraban en el componente principal de la DiM: el AOVE. 
Gardener et al. (2014), estudiaron el efecto de la DiM sobre la aterosclerosis en 
individuos que no presentaban enfermedad cardiovascular. Para ello determinaron el 
grosor y área de la arteria carótida, observando una disminución moderada de la placa 
aterosclerótica carotidea asociada al consumo de la DiM. 
El estudio de Courtney et al. (2015), compara el consumo de la DiM con el consumo de 
una versión australiana de la DiM conocida como Australianised. Los resultados de 
ambas dietas a nivel cardiovascular son favorables, si bien la DiM consigue una 
reducción de los lípidos plasmáticos y de la glucemia que no alcanza la modificación 
Australiana.  
Martínez-González et al. (2014), estudiaron el comportamiento de la DiM a largo plazo 
sobre la aparición de fibrilación auricular en individuos sanos.  La DiM suplementada 
con AOVE disminuye significativamente el riesgo de padecer un evento de Fibrilación 
auricular con respecto al grupo control. 
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Algunos estudios se han centrado en valorar el efecto de los polifenoles contenidos en el 
AOVE, principalmente utilizando el extracto de las hojas de oliva (donde la 
concentración de polifenoles es más alta). En uno de los estudios se evidenció que la 
ingesta de 20 mL/día de un extracto de hojas de olivo influía sobre la regulación de 
genes implicados en el proceso de inflamación disminuyéndola (Boss et al., 2016).  
También hemos recogido en la bibliografía estudios en los que el empleo de DiM, 
AOVE y/o extractos no aportan ningún resultado beneficioso respecto al control. En 
este sentido, el estudio de Wong et al. (2014), que utiliza extractos de componentes de 
alimentos de la DiM tales como extracto de la hoja de olivo, granos de café verde (no 
tostados) y extracto de remolacha, sobre el efecto hipertensivo, no encontró 
modificación de las cifras de presión arterial respecto a los sujetos que no ingirieron 
esos productos.  
Asimismo, el estudio de Silva. et al. (2015), muestra como en individuos sanos la DiM 
suplementada con aportes de AO con elevada concentración de polifenoles y baja 
concentración de polifenoles a corto plazo (seis semanas) no produce cambios en los 
niveles de biomarcadores proteómicos urinarios de enfermedades tales como: 
cardiovasculares, diabetes tipo 1 y 2 y enfermedad renal crónica. 
1.1.1.2. Estudios sobre individuos con enfermedad vascular o con elevado riesgo de 
sufrir un evento cardiovascular 
En aquellos estudios sobre pacientes que tienen una alta probabilidad de padecer 
diabetes mellitus tipo 2, (Salas-Salvadó et al. 2011), así como en estudios con personas 
que la padecen se demuestra que la DiM mejora y en su caso previene dicha 
enfermedad. 
Tanto los productos obtenidos de la ingesta de alimentos que forman parte de la dieta 
como extracto de estos, tienen efectos beneficiosos sobre la salud, como se ha podido 
evaluar en los estudios de Droste et al. (2013), de Bock et al. (2013), Boss et al. (2016) 
Imamura et. al. (2017), donde analizan el efecto del consumo de vino tinto o extracto de 




Actualmente se sabe que los compuestos fenólicos son mucho más que simples 
antioxidantes, están implicados en numerosos mecanismos y rutas metabólicas que son 
las que les atribuyen las propiedades beneficiosas. Entre estos efectos están  aquellos 
sobre la mejora de procesos inflamatorios, (Urpi-Sarda et al. 2012; Casas et al. 2014),  
obesidad, diabetes, síndrome metabólico, (Babio et al. 2014)  (Mayneris-Perxachs et al. 
2014) y enfermedad cardiovascular o elevado riesgo cardiovascular, (Estruch et al. 
2013).  
Cabe destacar como la DiM también tiene influencia beneficiosa sobre los factores 
epigenéticos (Arpón et al., 2017; Yubero-Serrano et al., 2020), en tanto que previenen 
enfermedades vasculares, demostrándose en este estudio la relación directa entre los 
hábitos saludables y la modulación en la expresión de los genes debido a factores como 
la metilación del DNA, aunque aún deben realizarse más estudios que apoyen esta 
relación. 
En el estudio de Salas-Salvadó et al. (2011), sobre pacientes con alta probabilidad de 
padecer diabetes mellitus tipo 2, se demostró que el seguimiento a largo plazo de la 
DiM disminuía el riesgo de padecer un evento cardiovascular y también disminuía la 
probabilidad de aparición de diabetes mellitus tipo 2, siendo este efecto mayor en las 
dietas suplementadas. 
De Bock et al. (2013), analizan el efecto de extracto de hoja de olivo, rico en 
polifenoles, sobre la sensibilidad a la insulina. Los resultados pusieron de manifiesto 
una mejora de la sensibilidad a insulina y de la capacidad de respuesta de las células β 
pancreáticas. 
También se ha comprobado que una DiM complementada con aceite de oliva puede 
contrarrestar los efectos de la hiperglucemia aguda y puede mejorar la resistencia del 
endotelio sobre la acción de GLP-1 mejorando de este modo la función endotelial 
(Ceriello et al. 2014).  
Otros autores han investigado el papel de la DiM en relación al síndrome metabólico. 
En este sentido, Babio et al. (2014) y de Mayneris-Perxachs et al. (2014), obtuvieron 




Como ya se ha apuntado a lo largo de esta introducción, la DiM con o sin la 
suplementación de AOVE u otros alimentos, frutos secos, alimentos ricos en licopenos, 
presenta un efecto cardiosaludable e influye de manera satisfactoria en la reducción de 
eventos cardiovasculares.  
En línea con lo anteriormente comentado, el estudio PREDIMED (Estruch et al., 2013), 
sobre la prevención de enfermedad cardiovascular a largo plazo, tuvo como resultado 
una disminución muy significativa del riesgo de padecer un evento vascular con el 
consumo de la DiM suplementada con AOVE o frutos secos. 
En el análisis del efecto de la DiM sobre biomarcadores de la inflamación en pacientes 
con elevado riesgo de sufrir un evento cardiovascular, (Casas et al. 2014),  obtuvieron 
como resultado  que el consumo de DiM se asociaba con una menor probabilidad de 
aparición de enfermedad cardiovascular. 
Un estudio que investigó sobre el aporte de frutos secos en la DiM en relación con la 
frecuencia de muertes por eventos cardiovasculares comprobó cómo este aporte de 
frutos secos se asoció a una disminución significativa del riesgo de muerte por evento 
cardiovascular (Guasch-Ferré et al. 2013). De igual manera, comprobaron que el 
consumo de aceite de oliva en la DiM reducía la mortalidad causada por evento 
cardiovascular (Guasch-Ferré et al. 2013). 
El estudio de sobre el efecto de la DiM sobre la presión arterial a largo plazo se obtuvo 
un resultado satisfactorio, evidenciándose una disminución de dicha presión en los 
sujetos del estudio que siguieron una DiM (Toledo et al. 2013). 
Otros estudios han evaluado de forma indirecta el papel de la DiM, polifenoles y otros 
antioxidantes como el licopeno, sobre la enfermedad cardiovascular. En este sentido, se 
observó como el empleo de DiM suplementada con frutos secos, se asocia con un 
retraso en la progresión de la placa aterosclerótica de la arteria carótida. (Sala-Vila et 
al., 2014). 
Widmer et al. (2013), analizando el efecto de los polifenoles del AOV y 
Gajendragadkar et al.  (2014), el efecto del licopeno, en ambos casos sobre la función 
endotelial,  observaron un efecto beneficioso sobre dicha función. Por otro lado, 
Yubero-Serrano et al. (2020), comprobaron que la DiM, en comparación con una dieta 
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baja en grasas, mostraba una reducción de eventos cardiovasculares. Esta reducción en 
la incidencia de eventos estuvo relacionada con la modulación sobre la homeostasis 
vascular en paciente con cardiopatías coronarias previas, incluso en aquellos pacientes 
que presentaban una disfunción endotelial grave. 
El efecto de la DiM y el AOVE sobre los lípidos plasmáticos ha sido también estudiado 
en profundidad. La reducción de los niveles de LDLc y el incremento de HDLc pueden 
constituir un papel relevante en la menor incidencia de enfermedad cardiovascular 
(Fernández -Castillejo et al., 2016; Maki et al., 2015; Verhoeven et al., 2015,). 
En línea con los efectos comentados anteriormente sobre el perfil lipídico, otros 
estudios han evaluando los antioxidantes contenidos en el vino y cerveza  y se ha visto 
que aportan resultados similares. Entendiendo que en la DiM se contempla el consumo 
moderado de vino, podríamos pensar en un efecto complementario al del AOVE. 
En el estudio de Droste et al. (2013), asocia el consumo moderado de vino tinto con la 
disminución de lípidos en plasma en pacientes con aterosclerosis carotidea, aunque la 
mayoría de ellos estaban tratados con estatinas. En un estudio sobre el efecto de 
resveratrol sobre la presión arterial y el estrés oxidativo en 50 pacientes con diabetes 
mellitus tipo 2, se observó una disminución en las cifras de presión arterial y el estrés 
oxidativo, lo que se asoció con una reducción en la progresión de la aterosclerosis. 
(Imamura et al., 2017). Chiva-Blanch et al. (2015) analizaron el efecto del consumo de 
cerveza con o sin alcohol, rica en polifenoles, sobre los biomarcadores de aterosclerosis. 
Estos autores observaron una disminución de biomarcadores relacionados con  la 
inflamación, así como una mejora en el perfil lipídico asociada con el consumo de 
polifenoles.  
En relación con la respuesta inflamatoria y la inmunomodulación, también hemos 
encontrado en la literatura artículos que valoran la influencia sobre ellos debido a la 
DiM. En el estudio de Urpi-Sarda et al. (2012) donde se evalúa el efecto de la DiM 
sobre citocinas inductoras de la respuesta inflamatoria a nivel endotelial, se observó una 
disminución de TNFalfa y de su receptor FNTR1 (p60). 
Por otro lado, Casas et al. (2016), valoraron el efecto inmunomodulador a largo plazo 
que ejerce la DiM en personas con elevado riesgo de padecer una enfermedad 
cardiovascular. Observaron que la DiM se asoció con una reducción de la expresión de 
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moléculas de adhesión en linfocitos T, así como de biomarcadores de inflamación. Los 
autores concluyen que estos efectos reducirían la posibilidad de aparición de un evento 
cardiovascular. 
Por último, debemos destacar el papel de la dieta en la expresión de genes, lo que se 
relacionaría a una disminución en la incidencia de enfermedades asociadas a factores 
epigenéticos. Se ha observado como la DiM asociada con frutos secos o AOVE reduce 
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1.2 Los compuestos fenólicos: la clave del efecto beneficioso de la DiM y el AOVE 
El aceite de oliva (AO) contiene mayoritariamente triglicéridos, pero su importancia 
sobre la salud radica en esa pequeña fracción minoritaria, alrededor del 2% del peso,  
por lo que podemos decir que, aunque esta fracción sea una pequeña parte de su 
composición total supone por el contrario  una elevada variabilidad de compuestos 
químicos y de estos son los componentes fenólicos los de mayor variedad, desde fenoles 
de bajo peso molecular, ácidos fenólicos, difenoles, hasta  polifenoles complejos  y de 
elevado peso molecular. 
Los constituyentes menores podemos dividirlos en 2 grupos: aquellos derivados de 
ácidos grasos tales como ceras, esteres de esteroles y fosfolípidos y aquellos 
compuestos químicos no relacionados directamente con ácidos grasos, como los 
alcoholes alifáticos, ácidos fenólicos, flavonoides, lignanos, secoiridoides, tocoferoles, 
clorofilas (responsable del color verde del aceite) y carotenoides (responsable del color 
amarillo) entre otros. 
Existen también dentro de los compuestos secoiridoides, que son iridoides de estructura 
abiertas, formas glucosiladas, las más importantes en el AO son la oleuropeína y 
lugostrósido ambos derivados de esteres del ácido elenólico como 2‐ 
(3,4‐dihidroxifenil) etanol (hidroxitirosol) y 2‐ (4‐hidroxifenil) etanol (tirosol), 
respectivamente (Ghanbari, et al.,2012; Soler-Rivas, et al., 2000).  
El compuesto del AO que sin duda más interés ha suscitado es un alcohol fenólico, el  
Hidroxitirosol (HT) o 3,4-dihidroxifeniletanol, cuantiosos estudios avalan que este 
compuesto inhibe la oxidación de las LDL adquiriendo por esto capacidad 
cardioprotectora, así como su efecto protector frente a la apoptosis de las células  que 
forman el endotelio.  Los compuestos derivados secoiridoides presentes en el AO, son 
transformados a tirosol e hidroxitirosol  por procesos de hidrólisis durante la digestión y 
absorbidos en el intestino por lo que  sus metabolitos estarán presentes  posteriormente 
en el plasma sanguíneo (Fitó et al., 2007; Rubió et al., 2012).  
La concentración de estos polifenoles varía entre 200 y 1000 mg/kg, y va a depender  de 
un gran número de factores tales como: la variedad de la aceitunas, el grado de 
maduración de las mismas, del tipo de extracción y filtración, de las prácticas agrícolas 
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y de factores medioambientales. La dosis diaria recomendada para HT que debemos 
tomar  estaría en aproximadamente 7 mg/día (Rodríguez-Morató et al., 2015). 
Los numerosos efectos biológicos de los compuestos fenólicos del AO, responsables en 
gran medida de las propiedades saludables del aceite de oliva han sido avalados por 
múltiples estudios, de entre ellos destacar PREDIMED y EUROLIVE (ver más 
adelante). 
Los compuestos fenólicos del AO, oleuropeína, tirosol e hidroxitirosol son eficaces 
antioxidantes y capturan de una manera notable los radicales libres (Tucks y cols., 
2002). Además, contribuyen a equilibrar el incremento del estrés oxidativo por una 
parte y por otra corrige el efecto antioxidante que está alterado afectando a la función de 
la capa endotelial lo que hace progresar la enfermedad aterosclerótica.  
Existe una estrecha unión  entre el estrés oxidativo y la función endotelial, que está 
alterada en modelos animales de experimentación de diabetes, aterosclerosis, 
hipertensión, hipercolesterolemia (Ohara y cols., 1993; Keaney y cols., 1995; Cai y 
Harrison, 2000). Un medio con niveles elevados de O-2 contribuye a una escasa 
biodisponibilidad del NO, esto sucede en la pared de las arterias como una constante 
biológica cuando se dan estas premisas. La disfunción del endotelio puede ser corregida 
en pacientes a través de la administración de sustancias capaces de capturar los radicales 
libres de O-2 (Ting y cols., 1997; Levine y cols., 1996; Heitzer y cols., 1996; Jackson y 
cols., 1998).  
La concentración de compuestos fenólicos del AO causa un efecto beneficioso sobre el 
perfil lipídico del plasma sanguíneo, en comparación con la concentración de ácido 
monoiinsaturado (Covas, 2008). El AO con un alto contenido en fenoles (366 mg/Kg) 
incrementa la HDL además de reducir el grado de triglicéridos (TG) en comparación 
con AO con polifenoles a baja concentración (Covas y cols., 2006a) 
Se ha demostrado en los estudios de EUROLIVE, que el AOVE que  es el que posee  
una mayor concentración de polifenoles, reduce el deterioro oxidativo de los lípidos en 
una proporción mucho mayor que otros tipos de aceites (Covas y cols., 2006a). Existe 
una correlación entre el daño o deterioro oxidativo y la inflamación, ambos a su vez 
están en estrecha concordancia con la disfunción endotelial. 
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Efectivamente, la causa más notable de la disfunción endotelial en la hipertensión es 
que la disponibilidad de NO disminuye. Además, el estrés oxidativo por causa de la 
formación del anión superóxido hace que disminuya la disponibilidad de NO y se inhibe 
la expresión del enzima óxido nítrico sintasa (NOs) por las LDL oxidadas. Por lo tanto, 
la reducción de las LDL oxidadas favorecería la disminución de la presión arterial como 
expresan los resultados del estudio de Fitó y cols. (2007 a, b). También cabe decir que 
la oxidación de las LDL es inhibida por oleuropeína e hidroxitirosol compuestos 
fenólicos del AO  (Caruso, et al., 1999; Fitó, et al., 2000; Visioli & Galli, 1998b).  
Bajas concentraciones de hidroxitirosol y ácido oleico son una excelente combinación 
en el AO,  ya que inhibe la adhesión de los monocitos al endotelio, circunstancia que 
acontece con concentraciones en el rango de micromolar  (Carluccio, et al., 1999, 2003; 
Dell'Agli, et al., 2006). La cantidad necesaria para alcanzar el efecto comentado 
anteriormente, concentración en plasma, puede alcanzarse con el consumo de 
polifenoles asociado a la DiM (Vissers y cols., 2002). 
Desde una perspectiva farmacológica, es en el HT  donde se concentran los efectos 
beneficiosos sobre la salud asociados al AOVE. El grupo de investigación donde se ha 
llevado a cabo esta tesis se centra en las características farmacológicas de este 
compuesto sobre las enfermedades cardiovasculares. 
El HT, es un polifenol que está presente en numerosas fuentes naturales, especialmente 
en el olivo. El contenido de HT es superior en las hojas que en los frutos del olivo y en 
este es concretamente en el mesocarpio de la aceituna donde se concentra.  A partir de 
las hojas  puede ser aprovechado y extraído con mayor rendimientos mediante  extractos 
metanólicos (Ryan, et al., 2003).  
El HT se encuentra en el AOVE  en dos formas: en forma libre o en forma de éster, 
contribuyendo en un 70 - 80% a la fracción fenólica total (M. Ruiz, 2013). 
El HT ha sido descrito como uno de los antioxidantes más sólidos presentes en el AO. 
Se caracteriza por presentar multitud de acciones biológicas como son: actividad 
antimicrobiana, antihipertensiva, hipoglucémica, protege del daño oxidativo, 
antiagregante plaquetaria, cardioprotectora y antiinflamatoria (Visioli et al., 2002a; 
Tuck & Hayball, 2002a; Bianco & Ramunno, 2006; Covas et al., 2006a y b; Bendini y 
cols., 2007; Reyes, et al., 2013; Covas, et al., 2015),  aparte de inhibir la proliferación y 
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promover la apoptosis en numerosas líneas celulares tumorales humanas (Fabiani et al., 
2009).  
La eficacia antioxidante abarca más efectos: antiinflamatorios, antiateroscleróticos, ,  
antimutagénicos, anticarcinogénicos, moduladores hormonales, inmunomoduladores y 
antidiabéticos (Cicerale et al., 2010; Hu, et al., 2014). 
El HT tiene propiedades antiaterogénicas, gracias a su efecto sobre radicales libres los 
más destacados son el anión superóxido, peróxido de hidrógeno y  el ácido hipocloroso.  
Además, presenta un importante efecto quelante sobre metales (hierro), disminuyendo 
la aparición de más radicales libres (derivado de reacciones asociado con este metal). 
Esta característica le otorga un importante papel en la aterosclerosis, patología que se 
caracteriza por la entrada de moléculas de LDLox en el interior de la íntima arterial. 
Previene la oxidación de estas lipoproteínas por macrófagos, aumentando la capacidad 
antioxidante en los macrófagos (que presentan bajos niveles de glutatión) (Granados-
Principal, et al., 2010a). 
Las especies reactivas derivadas del oxígeno (ERO) que producen los neutrófilos y otras 
células fagocíticas son neutralizados por el HT. Otros compuestos, presentes también en 
el AO, poseen acción antioxidante: escualeno, ácido oléico, tirosol y los tocoferoles. La 
ingesta en la dieta de los polifenoles del AO reducen el riesgo de enfermedades 
mediadas por ERO y justifica  el efecto beneficioso de la DiM sobre la salud humana 
(Antonio Moreno et al., 2003).  
Aparte de prevenir la oxidación de LDL, el efecto beneficioso a nivel cardiovascular de 
HT se debe a la reducción en la expresión de moléculas de adhesión a células 
endoteliales, así como una inhibición de los factores de transcripción de la vía 
inflamatoria  
El HT además disminuye y se ha comprobado, el riesgo de sufrir enfermedades como la  
aterosclerosis y enfermedad coronaria (Grignaffini, et al., 1994; Salami, et al. , 1995; 
Bitler, et al., 2005; Fitó et al., 2007; Rafehi et al., 2012; Rafehi, et al., 2012;).  
Varios estudios han analizado los efectos de HT sobre los lípidos en sangre, el estado 
antioxidante y la sucesión de las lesiones en la aorta. En uno de estos estudios se 
utilizaron conejos con elevada concentración de lípidos en sangre (hiperlipémicos), que 
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fueron alimentados con una dieta control que contenía aceite de girasol, una dieta 
aterogénica alta en grasas saturadas y colesterol, y una dieta con HT, respectivamente. 
Los grupos HT mejoraron su estado antioxidante y disminuyeron el tamaño de las 
lesiones ateroscleróticas en comparación con los animales control, por lo que 
concluyeron que una dieta sana suplementada con HT tenía efectos cardioprotectores in 
vivo (González-Santiago et al., 2006). 
El HT ejerce además un efecto beneficioso sobre la actividad de las plaquetas, reducen 
in vitro la expresión de moléculas de adhesión de células vasculares (Carluccio et al., 
2007) o impiden in vivo la agregación plaquetaria en ratas (González-Correa et al., 
2009; González-Correa, et al., 2008). También en estudios efectuados en población 
humana, se ha relacionado el HT y derivados con la mejoría del perfil hemostático 
postprandial trombogénico de FVIIa y PAI-1 (Ruano et al., 2007) 
En la aterosclerosis y en enfermedades cardiovasculares desempeña un importante papel 
la inflamación en sí y sus consecuencias, los polifenoles como se ha demostrado en 
estudios epidemiológicos y en estudios de animales disminuyen la producción de 
marcadores inflamatorios como son las citoquinas y el NO (Bernini et al., 2013; Richard 
et al., 2011). 
Gracias a su elevado potencial antioxidante el HT reduce el riesgo de padecer 
enfermedad coronaria, debido a que moléculas que son fundamentales para la actividad 
del endotelio tales como: E-selectina  y moléculas de adhesión a monocitos, las ICAM-
1 y VCAM-1,  todas ellas están íntimamente relacionadas con los procesos de 
inflamación y poseen además características antiagregantes (Dell’Agli et al., 2006; 
Caterina Manna, Napoli, Cacciapuoti, Porcelli, & Zappia, 2009). 
El tratamiento con HT y resveratrol (compuesto presente en las uvas y por ende en el 
vino) disminuyen que se exprese el ARNm asociado a la VCAM-1 gracias a que 
provoca el bloqueo de la activación de diversos factores de la transcripción NF-kB y 
AP-1, que regulan de forma directa la expresión de compuestos proinflamatorios así 
como la expresión de genes proaterogénicos según demostraron (Carluccio et al., 2003). 
Sobre la función plaquetaria también se ha demostrado sus beneficios muy ligada a la 
inflamación, se demuestra que inhibe la agregación por inducción química, en suero 
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humano la acumulación del pro-agregante TxB2, la síntesis de moléculas previas a la 
inflamación, de leucotrienos y la actividad de la lipoxigenasa araquidonato. 
En experimentos in vitro se ha puesto de manifiesto que HT inhibe la agregación 
plaquetaria, la concentración  de tromboxano, la síntesis de leucotrienios y araquidonato 
lipooxigenasa  (Visioli & Galli, 2002; González-Correa et al., 2009; González-Correa, 
et al., 2008). 
Los innumerables estudios y modelos de experimentación habían dejado patente la 
efectividad y validez del HT. Desde el punto de vista de la farmacología se hace 
inevitable establecer una unión entre la farmacocinética (cuál es la concentración de una 
sustancia que estando presente en el organismo está disponible) y su farmacodinamia 
(cuáles son sus efectos en base a esa disponibilidad) en el humano. 
Existen diversos estudios que ponen en valor esta relación farmacocinética-
farmacodinámica en el organismo humano. 
Fue en el año 2000 cuando aparecen las primeras evidencias de la absorción del HT  
(Visioli et al., 2000), el estudio llevó a cabo la administración de diferentes aceites de 
oliva con diferentes concentraciones de fenoles, como el HT y el tirosol, estos 
compuestos fueron hallados y medidos en muestras de orina y la cantidad que se obtuvo 
iba en concordancia con la cantidad de los mismos en el aceite administrado, es decir la 
excreción de HT fue superior en AOVE, que en aquellas muestras obtenidas cuando el 
tratamiento era con aceite  enriquecido con compuestos fenólicos y también cuando fue 
ingerido junto a otros alimentos, por ejemplo en el yogurt enriquecidos con estos 
mismos compuestos fenólicos (Visioli et al., 2003). 
También se detectó tirosol e HT en algunas ocasiones, en lipoproteínas plasmáticas tras 
la ingestión de 100 mL de AO (Bonanome et al., 2000). 
Un estudio también del año 2000 demostró que el transporte de HT se producía por 
mecanismos de difusión pasiva y en ambas direcciones. Se calculó el coeficiente de 
permeabilidad aparente y este indicó que el HT se absorbe a nivel intestinal (Manna et 
al., 2000). 
En el 2003, Miro-Casas et al., llevan a cabo un método de análisis para HT y 3-O-metil-
hidroxitirosol en el plasma sanguíneo. Tras 12 horas desde la administración de 25 mL 
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de AOVE se obtuvieron las muestras de orina y plasma, dando como resultado que 
aproximadamente el 98% del HT está presente en dichas muestras de manera conjugada 
(Miro-Casas et al., 2003). La dosis administrada era análoga a la que se utiliza de forma 
habitual en los países de la vertiente mediterránea. 
En relación con la seguridad-toxicidad de los polifenoles del AO, un estudio sobre HT y 
su biodisponibilidad oral, puso de manifiesto una asociación entre el HT ingerido y su 
glucurónido y la excreción a través de la orina de estos compuestos. Además se 
comprobó que el consumo de HT es seguro a concentraciones de 20 mg /Kg/día (Soni, 
et al., 2006). 
La biodisponibilidad de tirosol e HT y su absorción en humanos está comprendida entre 
55 a 66 % moles y su excreción en orina está en torno al 5%. Podemos plantear que 50 
g de AO/día se proporcionan unos 2 mg (13 µmoles) de HT/día, que se traducirían en 
una plasmática de fenoles de 0,06 µmol/L. El empleo de AOVE con alto contenido en 
polifenoles, acercaría la concentración plasmática a niveles entre  50-100 µmoles y que 
son los niveles requeridos para alcanzar un efecto antioxidante in vitro (Vissers, et al., 
2004). 
Mención especial merece los estudios realizados sobre la población del ensayo clínico 
aleatorizado, cruzado EUROLIVE (Covas., et al.), realizado entre septiembre de 2002 y 
junio de 2003,  en la que participaron cinco países europeos (España, Italia, Alemania, 
Dinamarca y Finlandia,), con la colaboración de 200  varones sanos de las cuales 182 
participantes  completaron el seguimiento. Se dividieron en tres grupos según los 
compuestos que iban a tomar: 25 mL/día de AO con diferente contenido fenólico; AO 
con alto contenido fenólico (366mg/kg), con contenido fenólico intermedio (164 mg/kg) 
y con bajo contenido fenólico (2,7 mg/kg). Los resultados obtenidos fueron una 
disminución en el índice colesterol total / colesterol LDL, así como en los niveles del 
índice colesterol LDL /colesterol HDL, además de un aumento de los índices de 
colesterol HDL y una disminución progresiva en los biomarcadores oxidativos que se 
relacionaron con la concentración de los compuestos fenólicos del AO. 
1.3. Papel de los polifenoles del AOVE sobre la angiopatía diabética 
La diabetes mellitus es la endocrinopatía con más prevalencia en el mundo, llegando a 
un 6.1% de la población mundial (Collaboration NCDRF, 2016).  
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La diabetes mellitus es uno de los principales factores de riesgo de enfermedad 
cardiovascular, aumentando la incidencia de eventos cardíacos, cerebrales o arteriales 
periféricos (Rask-Madsen et al, 2013). 
La base del tratamiento de esta enfermedad es mantener los niveles de glucosa en 
sangre dentro de los límites encontrados en la población no diabética. Sin embargo, las 
complicaciones de la diabetes son comunes y surgen de un control metabólico 
deficiente (hiperglucemia e hipoglucemia) o niveles altos prolongados de glucosa en 
sangre, lo que lleva al desarrollo de complicaciones vasculares diabéticas como 
macroangiopatía y microangiopatía. 
Los mecanismos de la vasculopatía diabética están relacionados con el exceso crónico 
de glucosa en sangre, que causa cambios metabólicos intracelulares que involucran la 
vía de los poliol, la vía biosintética de la hexosamina, la diacilglicerol-proteína quinasa 
C, los productos finales de la glicación y la generación intracelular de especies reactivas 
de oxígeno (ROS), entre otros mecanismos (Roberts and Porter, 2013). El estrés 
oxidativo activa otras vías citotóxicas y la formación de ROS se considera el primer 
paso bioquímico en el proceso de daño de las células endoteliales en la diabetes 
mellitus. A partir de entonces, puede aparecer la denominada disfunción endotelial que, 
a su vez, puede dar lugar a una vasculopatía diabética (de Zeeuw et al., 2015). 
Debido a la importancia del estrés oxidativo en el inicio de la disfunción endotelial en la 
diabetes, un posible enfoque preventivo de la vasculopatía diabética, además de 
controlar los niveles de glucosa en sangre, puede ser el uso de compuestos antioxidantes 
(Li et al., 2014). En este sentido, la DiM (rica en antioxidantes) se ha asociado con un 
mejor control metabólico de la diabetes, así como con una menor incidencia global de 
eventos cardiovasculares (Lasa et al., 2014; Martínez-González et al., 2015). El AOV 
juega un papel importante en los efectos beneficiosos de la DiM. El HT, principal 
polifenol presente en su forma libre en el AOV, ejerce efectos cardiovasculares 
beneficiosos y se ha asociado con una disminución de la lipoproteína de baja densidad 
oxidada (oxLDL) y de la agregación plaquetaria, y una menor producción de 
mediadores inflamatorios, junto con otros efectos (Covas et al., 2015; González-Correa 
et al., 2009). 
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La nefropatía diabética es la complicación microangiopática más grave que puede 
aparecer en la evolución de un paciente con diabetes mellitus. Se calcula que 
aproximadamente 202 millones de pacientes con diabetes mellitus en todo el mundo 
sufren algún tipo de lesión renal (Hovind et al., 2001). Si bien en una parte de estos 
pacientes la nefropatía diabética permanece silente toda la vida (Gnudi et al., 2007), si 
esta complicación no es bien controlada, el pronóstico en la mayoría de los casos es la 
diálisis y trasplante renal. Por todo ello, se investigan medios de profilaxis, además del 
propio control de la hiperglucemia mantenida en la diabetes. 
Altas concentraciones de glucosa de forma persistente llegan a alterar la morfología 
celular renal, fundamentalmente en los glomérulos (Sagoo et al., 2020). A nivel 
bioquímico son varios los mecanismos implicados en la nefropatía diabética, que 
coinciden básicamente con los que afectan a la vasculopatía diabética (Sagoo et al., 
2020): estrés oxidativo, estrés nitrosativo, inflamación, inducción de mediadores de 
crecimiento, activación del sistema renina-angiotensina, etc. (Alicic et al., 2017). En la 
fisiopatología de la vasculopatía y la nefropatía diabética, el estrés oxidativo provocado 
por la hiperglucemia persistente es uno de los primeros eventos bioquímicos que inician 
estas lesiones y potencian a las demás vías de daño celular (Sagoo & Gnudi, 2018). Por 
ese motivo se ha postulado el posible uso de compuestos antioxidantes en la prevención 
de la nefropatía diabética (Al-Waili et al., 2017). 
Se ha estudiado el efecto protector renal del AOVE en algunos modelos de nefropatía 
experimental, teniendo un papel importante su acción antioxidante (Aparicio-Soto et al., 
2016; Ghorbel et al., 2017). Los compuestos polifenólicos del AOVE son los 
principales responsables de su acción antioxidante, siendo el HT el de mayor 
importancia (Serreli and Deianam, 2020).  
En estudios realizados en un modelos de diabetes experimental tipo 1 se ha demostrado 
que HT frena la retinopatía (González-Correa et al., 2018) y reduce algunos 
biomarcadores cardiovasculares (López-Villodres et al., 2016).  
Como comentábamos con anterioridad, en la fisiopatología de la microangiopatía, 
varios factores inciden en la presencia de un estrés oxidativo endotelial intracelular 
como principal evento bioquímico, además de una hiperglucemia sostenida. La 
consecuencia es una alteración de la función vascular y por tanto un daño tisular 
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derivado de esta disfunción, principalmente de tipo isquémico (Shi & Vanhoutte, 2017). 
Por otro lado, la hiperglucemia crónica también afecta directamente al tejido nervioso, 
produciendo una neurotoxicidad en los tejidos constituidos por células nerviosas, como 
el sistema nervioso central, los nervios periféricos o la retina (Rojas et al., 2017). 
Por otro lado, como consecuencia de numerosos estudios preclínicos y clínicos, la 
responsabilidad de este beneficio se centra en varios aspectos, siendo posiblemente el 
más relevante la mayor ingesta de micronutrientes, respecto a otro tipo de alimentos. 
Estos micronutrientes incluyen flavonoides y polifenoles (Tresserra-Rimbau et al., 
2014). Se ha demostrado que el HT (principal compuesto polifenol del AOV) reduce 
una serie de factores bioquímicos y / o funcionales reconocidos como participantes 
clave en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y neuronales en la diabetes 
mellitus experimental, como la agregación plaquetaria y la oxidación de las 
lipoproteínas LDL, estrés oxidativo, mediadores inflamatorios cerebrales, etc. (López-
Villodres, et al., 2016; Reyes et al., 2016). 
1.4. Justificación 
El valor de la DiM en la prevención de la enfermedad cardiovascular ha quedado 
establecido con la publicación del estudio PREDIMED y las distintas variantes del 
mismo que se vienen publicando en los últimos años (Estruch et al., 2013; Medina-
Remón et al., 2015). Y no cabe duda acerca del papel del AOVE en dicho efecto 
preventivo. En este sentido, el aceite de oliva es más que un aceite monoinsaturado 
(Pérez-Martínez et al., 2006) debido a su composición rica en micronutrientes y 
moléculas bioactivas como los compuestos fenólicos, cuyas propiedades biológicas han 
sido ampliamente estudiadas (Granados-Principal et al., 2010). La fracción fenólica se 
compone minoritariamente de hidroxitirosol (HT), tirosol (Ty) y sus derivados 
acetilados, acetato de hidroxitirosilo (Ac-HT) y acetato de tirosilo (Ac-Ty), además de 
derivados secoiridoideos de HT y Ty, que constituyen la fracción mayoritaria (Martín-
Peláez et al., 2013).  
En un esquema lógico de investigación, el siguiente paso conceptual sería averiguar qué 
mecanismos o vías bioquímicas usa el AOVE para ejercer un efecto cardioprotector 
dentro de la DiM. En 2004 La agencia americana Food and Drugs Administration 
(FDA) autorizó la difusión de un mensaje en salud en relación con lo recomendable de 
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una ingesta de 23 g de aceite de oliva al día, reemplazando la misma cantidad de grasa 
saturada, para prevenir el riesgo coronario (FDA, 2004). Y en 2013, la declaración 
nutricional aprobada por EFSA sobre la capacidad que confiere la ingesta de 5 mg/día 
de HT en la prevención de la oxidación de lipoproteínas de baja densidad (LDL) 
(Mateos et al., 2001). En el estudio multicéntrico EUROLIVE, además de constatarse 
un descenso de la oxidación lipídica, se observó una relación directa entre la dosis 
fenólica y el aumento de la concentración de lipoproteínas de alta densidad (HDL) 
(EFSA, 2012).  
En este momento se establece una secuencia investigadora que va desde el estudio del 
mecanismo de acción del AOVE a nivel cardiovascular hasta la identificación y estudio 
de los efectos de los distintos componentes (sobre todo los denominados compuestos 
menores, por la cantidad presente en el AOVE). 
Se ha demostrado que la administración de AOVE en un modelo experimental de 
arteriosclerosis en conejos no solo disminuye significativamente el estrés oxidativo 
tisular (incluido arterias y corazón) en los animales hiperlipémicos, sino que también 
reduce la capacidad trombogénica de la pared arterial a varios niveles: disminución de 
la hiperactividad plaquetaria y la síntesis de tromboxano; disminución de la degradación 
de prostaciclina endotelial (compuesto antitrombótico endógeno) causada por el estrés 
oxidativo vascular; reducción de la trombogénesis inducida por el subendotelio arterial 
de estos animales (De La Cruz et al., 2000a, 2000b). 
Estos efectos se reprodujeron en un modelo experimental de diabetes tipo 1 en ratas, 
demostrándose una reducción de la función plaquetaria, síntesis de tromboxano y freno 
en la disminución de la producción vascular de prostaciclina y de óxido nítrico. 
Asimismo, la administración de AOVE a los animales diabéticos redujo en un 50% la 
intensidad de isquemia retiniana originada por la diabetes (De La Cruz et al., 2010). 
A continuación, se planteó la evaluación del principal componente fenólico del AOVE, 
el hidroxitirosol (HT), como posible responsable del efecto protector cardiovascular: 
La función plaquetaria es reconocida como punto principal en la trombogénesis arterial, 
por lo que es importante que un compuesto de estas características reduzca esta función, 
tanto a nivel celular como bioquímico. Pues bien, HT y acetato de hidroxitirosilo (Ac-
HT) inhiben de forma concentración dependiente la activación plaquetaria en muestras 
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sanguíneas humanas (González-Correa et al., 2009) y de forma dosis-dependiente tras 
su administración oral a animales de experimentación (González-Correa et al., 2008). 
En ambos casos se confirmó el mecanismo descrito para AOVE, es decir, un incremento 
de la síntesis vascular de prostaciclina y óxido nítrico y una disminución en la síntesis 
plaquetaria de tromboxano. Por otra parte, se constató un hecho nuevo: la producción de 
óxido nítrico constitutivo se incrementó en leucocitos y pared arterial, mientras que la 
producción inducible se redujo en relación directa a una disminución de la producción 
leucocitaria de interleucina 1ß. 
Estos efectos, tanto en sangre humana como en animales de experimentación, se 
reprodujeron con derivados de HT, tales como ésteres y éteres (Muñoz-Marín et al., 
2013; Reyes et al., 2013). 
Como consecuencia de la macroangiopatía, diabética o no, el daño vascular produce un 
síndrome isquémico evidente. En este sentido, tanto AOVE, como HT y Ac-HT 
protegen al tejido nervioso del daño isquémico y de reperfusión, tanto in vitro como tras 
su administración oral (Cabrerizo et al., 2013; González-Correa et al., 2008), así como 
en animales diabéticos en los que el daño isquémico cerebral es mayor (Reyes et al., 
2017). Este mismo comportamiento se confirmó con derivados esterificados y 
eterificados del HT (De La Cruz et al., 2015a; González-Correa et al., 2008; Guerrero et 
al., 2012; Muñoz-Marín et al., 2012). 
Un aspecto importante de estos estudios es la conclusión de que no se puede explicar 
todo el efecto protector cardiovascular y cerebral solo por el efecto antioxidante de HT, 
hecho que se postulaba previamente, sino que hay que tener en cuenta un efecto sobre la 
inflamación tisular y la síntesis de prostanoides y de óxido nítrico. Esta afirmación 
viene avalada por la demostración de un efecto protector tisular de tirosol (Ty), 
equiparable al de HT y en ausencia de un efecto antioxidante por parte de Ty (De La 
Cruz et al., 2015a, 2015b). 
Como consecuencia de los efectos observados con el uso de HT, en relación a la 
disfunción endotelial y trombogénesis, ambos elementos esenciales de la vasculopatía, 
nos planteamos evaluar el papel de este fenol sobre la microangiopatía en un modelo 

























En el mismo instante del diagnóstico de diabetes mellitus, la estrategia fundamental, ya 
sea tipo 1 o tipo 2, es plantear una serie de medidas encaminadas al mantenimiento de 
unos niveles de glucemia aceptables. En la diabetes mellitus tipo 1: insulina, ejercicio 
físico y dieta equilibrada. En la diabetes mellitus tipo 2: antidiabéticos orales, ejercicio 
físico, dieta equilibrada y control de otros factores de riesgo (sobrepeso, hipertensión, 
hipercolesterolemia, etc.). Todo ello va encaminado en una doble vertiente: controlar el 
efecto directo que una hiperglucemia mantenida puede ejercer sobre los tejidos y evitar 
las complicaciones cardiovasculares a largo plazo. 
Una persona con diabetes tipo 1, por muy joven que sea, si no controla sus niveles de 
glucemia se verá abocada en el transcurso de los años a una serie de alteraciones 
vasculares que pueden afectar a cualquier sector anatómico, si bien se distinguen tres 
localizaciones específicas de los pequeños vasos sanguíneos y que son patognomónicas 
de la diabetes mellitus: 
- Terminaciones nerviosas sensitivas, la más precoz: neuropatía diabética. 
- Retina, la más frecuente: retinopatía diabética. 
- Riñón, la más grave: nefropatía diabética.   
Las consecuencias de la retinopatía y nefropatía son quizás más graves que las de la 
neuropatía, por eso la investigación que versa sobre la prevención de estas complicaciones 
se centra más en éstas. Obviamente, la principal consecuencia de la retinopatía diabética 
es la ceguera (primera causa de pérdida de visión en el mundo) y de la nefropatía es el 
fracaso renal con la necesidad de diálisis y trasplante renal. 
Multitud de estudios han demostrado que el control de los niveles de glucemia es el punto 
fundamental para frenar la aparición de estas complicaciones, incluso evitarlas 
completamente, pero la realidad clínica es bien distinta: el control de esta metabolopatía 
debe ser continuo y de por vida, lo cual induce a incumplimientos en esta atención, en 
algunos casos muy frecuentes y por ende, fáciles de abocar en la microangiopatía 
diabética. Ya sea en los pacientes con un control deficiente o en aquellos cuya glucemia 
se mantiene en unos márgenes aceptables, disponer de elementos que ayuden a proteger 
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los órganos afectados por esta microangiopatía, constituye un foco científico de atención 
investigadora. 
En este sentido, en la fisiopatología del daño vascular originado por la hiperglucemia 
crónica en la diabetes mellitus, se encuentra como inicio del proceso y potenciador del 
resto de vías citotóxicas, el estrés oxidativo. Los radicales libres, originados por un exceso 
de glucosa en el medio intracelular endotelial ponen en marcha el proceso de inflamación 
vascular y disfunción endotelial, que llevan generalmente a un evento isquémico. Por ello, 
se han postulado como posibles candidatos para ayudar en la prevención de este tipo de 
vasculopatía a los compuestos antioxidantes. 
A lo largo de los años se han investigado multitud de moléculas con propiedades 
antioxidantes, si bien la inmensa mayoría de ellas no cumplían un equilibrio 
beneficio/riesgo adecuado. Por todo ello se volvió la mirada hacia los compuestos 
naturales y entre ellos los contenidos en la dieta. En este sentido, la dieta tipo mediterránea 
se ha confirmado científicamente como óptima para la prevención de complicaciones 
cardiovasculares e incluso de la diabetes tipo 2 (Matínez-Gonzalez et al., 2015). En la 
dieta mediterránea la fuente de grasas más abundante es el aceite de oliva virgen extra 
(AOVE), el cual también ha sido identificado como uno de los principales artífices del 
beneficio de la dieta mediterránea (Nocella et al., 2018).    
Desde los primeros momentos se intentó investigar cuál o cuáles eran los compuestos del 
AOVE responsables de este beneficio, sobre todo a nivel cardiovascular. Una vez 
desarrollados muchos proyectos de investigación, fueron los componentes menores del 
AOVE los adjudicatarios de esta responsabilidad y, entre ellos, los compuestos 
polifenólicos, entre los que destaca el hidroxitirosol (Marcelino et al., 2019). 
Debido a todo esto, hidroxitirosol podría ser un compuesto óptimo que cumpliera la 
premisa de ayudar a la prevención de la microangiopatía diabética. Por ello, nos 
planteamos este estudio con los siguientes objetivos: 
Objetivo principal 
Evaluar el posible efecto protector retiniano y renal de la administración oral de 





- Identificar las posibles modificaciones que hidroxitirosol pudiera producir en las 
variables bioquímicas de estrés oxidativo y nitrosativo en este modelo experimental. 
- Valorar si estas modificaciones podrían explicar el posible efecto protector de 


















































A continuación, se recoge los materiales y productos utilizados en la realización de la 
tesis. 
Los kits colorimétricos de sustancias reactivas con ácido tiobarbitúrico y capacidad 
antioxidante total, y los kits de inmunoensayo enzimático de 3-nitrotirosina, 8-iso-
prostaglandina F2α (8-isoprostano) y 8-hidroxi-2-desoxiguanosina se obtuvieron de Cell 
Biolabs Inc. (Bionova Científica SL, Madrid, España). Los kits colorimétricos de 
glutatión peroxidasa y glutatión total se obtuvieron de Abcam (Cambridge, Reino 
Unido).  
Los kits de inmunoensayo enzimático 11-deshidro-tromboxano B2 y 6-keto-
prostaglandina F1α (ambos de determinación urinaria) se obtuvieron de Cayman 
Chemical Co. (Ann Arbor, MI, EE.UU.).  
El kit de inmunoensayo de lipoproteínas oxidadas de baja densidad se obtuvo de 
Abyntec Biopharma S.L., Bizkaia, España.  
Los kits de inmunoensayo enzimático de tromboxano B2 (TxB2), interleucina-1ß (IL-
1ß), 3-nitrotirosina y 6-ceto-prostaglandina F1α (6-ceto-PGF1α) fueron de GE Healthcare 
UK (Little Chalfont, Buckinghamshire, Reino Unido).  
Los kits de inmunoensayo enzimático de Mieloperoxida y VCAM-1 fueron de USCN 
Life Science Inc. (Oxfordshire, Reino Unido). 
El colágeno (estudios de agregometría) se obtuvo de Menarini Diagnóstics (Barcelona, 
España).   
Todos los demás reactivos fueron obtenidos de Sigma Chemical Corp. (St. Louis, MO, 
EE. UU.). 
El hidroxitirosol se aisló mediante tratamiento hidrotermal de la fase líquida obtenida 
del alperujo (un subproducto del sistema de separación de aceite de oliva de dos fases) a 
160°C durante 60 min. El líquido se extrajo mediante fraccionamiento cromatográfico 
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en dos etapas, con un rendimiento final de 99,6% de pureza referida a materia seca, 
según el proceso descrito por Fernández-Bolaños et al. (2002). 
Los fenoles se cuantificaron usando un sistema de cromatografía líquida Hewlett-
Packard 1100 con un detector de ultravioleta visible. Se utilizó una columna analítica 
Mediterranea sea C18 (250 X 4.6 mm d.i .; tamaño de partícula = 5 µm) (Teknokroma, 
Barcelona, España) a temperatura ambiente. El sistema estaba equipado con válvulas de 
inyección Rheodyne (bucle de 20 μL). Las fases móviles fueron ácido tricloroacético al 
0,01% en agua y acetonitrilo, con el siguiente gradiente durante un tiempo de ejecución 
total de 55 min: 95%  inicialmente, 75% a 30 min, 50% a 45 min, 0% a 47 min, 75 % a 
los 50 min y 95% a los 52 min hasta que se completó el ciclo. La cuantificación se llevó 
a cabo mediante integración de picos a 280 nm de longitud de onda con referencia a 
calibraciones obtenidas con patrones externos. La Figura 1 muestra un perfil 







3.2. Diseño del estudio 
Los experimentos se realizaron con ratas Wistar macho adultas de 2 meses (peso 
corporal 200-250 g). Todas las ratas se utilizaron de acuerdo con la legislación española 
vigente para el cuidado, uso y alojamiento de los animales (EDL 2013/80847, BOE-A-
2013-6271). Se siguieron las recomendaciones de la Guía para el Cuidado y Uso de 
Animales de Laboratorio (publicación del NIH nº 86-23, revisada en 1985), así como la 
Ley Española de Protección de los Animales en su caso. El protocolo de estudio fue 





(Ref. CEUMA31-2018-A) y la Consejería de Agricultura, Ganadería, Pesca y 
Desarrollo Sostenible, Junta de Andalucía (Ref.9 / 07/2019 / 124). 
Los animales permanecieron, durante todo el estudio, bajo condiciones estándar de 
estabulación en el Centro de Experimentación Animal de la Universidad de Málaga 
(Foto1), con condiciones ambientales adecuadas para su manejo: ciclo alternante de 
luz/oscuridad de 12 h, temperatura ambiente de 22ºC. Los animales tuvieron libre 
acceso a comida y agua. 
 
Foto 1. Sala Centro de Experimentación Animal de la UMA 
Los animales (10 ratas por grupo) se distribuyeron en cuatro grupos: 1) ratas control no 
diabéticas tratadas con solución salina, 2) ratas control diabéticas (DR) tratadas con 
solución salina, 3) ratas DR tratadas con 1 mg/kg/día p.o. HT y 4) ratas DR tratadas con 
5 mg/kg/día p.o. HT. Estas dosis fueron elegidas en base a resultados previos con HT 
analizando algunos de los biomarcadores cuantificados en este estudio (López-Villodres 
et al., 2016; Reyes et al., 2016). Se administró hidroxitirosol una vez al día durante 7 
días antes de que se indujera la diabetes, y luego todos los días hasta el final del período 
diabético (2 meses). Se administró hidroxitirosol y suero fisiológico mediante 
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canulación orogástrica. Los animales fueron pesados 1 vez por semana y se ajustaron 
las dosis de los tratamientos según el peso.  
  
HIDROXITIROSOL:3,4-dihidroxifeniletanol          
Para causar la diabetes experimental, se utilizó estreptozotocina (Pan Reac. AppliChem. 
A4272, 0001), en una única dosis de 40 mg/kg disuelta en 1 mL de tampón citrato, 
administrada por vía intraperitoneal con una jeringa B-D plastipak de 1 mL y aguja 25G 
0,5mm x 16mm (Becton Dickinson, Madrid-España).  Para la preparación del tampón 
citrato se precisó realizar previamente dos soluciones: la solución A que contiene ácido 
cítrico (Panreac, Barcelona, España) 2,1 g/100 ml de agua destilada; la solución B que 
contiene fosfato sódico (Panreac, Barcelona, España) 2,8 g/100 ml de agua destilada. El 
tampón citrato resultó de la mezcla de 11,2 ml de la solución A con 8,8 ml de la 
solución B. Se conservó en el frigorífico a 4ºC hasta su uso. Se aconseja tenerlo hecho 
24 horas antes. Finalizada la administración, los animales fueron observados 
periódicamente.  
La concentración de glucosa en sangre se midió colocando un glucosímetro FreeStyle 
(Abbot Laboratories S.A., Madrid, España) en contacto con sangre de la vena safena. Se 
consideró que los animales eran diabéticos si la glucosa en sangre era superior a 200 mg 
/ dl durante 2 días consecutivos. Las ratas del grupo de control no diabético recibieron 
una única inyección intraperitoneal intravenosa de solución salina isotónica y se midió 
la glucosa en sangre de la misma forma que en los animales diabéticos. 
Durante el período de seguimiento, los animales diabéticos fueron tratados con 4 UI / 
día s.c. de un análogo de insulina basal soluble de acción prolongada (Levemir®, Novo 
Nordisk A / S, Bagsværd, Dinamarca) para reducir la mortalidad debida a los altos 
niveles de glucosa en sangre. Los animales de control recibieron el mismo volumen de 
solución salina isotónica s.c. 
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A lo largo del periodo de seguimiento se cuantificó la cantidad de comida y agua 
ingeridas a diario. Se determinó el peso de los animales una vez por semana para ajustar 
la dosis de hidroxitirosol en mg / kg. 
Al final del seguimiento, todas las ratas se anestesiaron con pentobarbital sódico (40 mg 
/ kg i.p.) (Dolethal. Vetoquinol S.A.). Una vez anestesiadas se realizó laparatomia 
abdominal con el fin de obtener muestra sanguínea (extracción de sangre con jeringa a 
nivel de la bifurcación de la aorta en las dos asterias iliacas). Posteriormente los 
animales fueron decapitados con una guillotina y, por último, se procedió a la obtención 
de una porción de aorta, ambos riñones y globos oculares. 
3.3. Técnicas analíticas 
Todas las técnicas se ejecutaron de forma simple ciego, es decir, las personas que 
realizaron los ensayos desconocían el origen y la naturaleza de las muestras. 
3.3.1. Muestras 
En cada animal se obtuvieron las siguientes muestras: 
- Sangre total, recogida en tubos sin anticoagulantes y con gel activador de la 
coagulación. Las muestras se centrifugaron a 3500 x g durante 10 min y se separó el 
sobrenadante, congelándolo en alícuotas a -80°C hasta el momento de la determinación 
de las variables correspondientes. 
- Sangre total, recogida en tubos con anticoagulantes (citrato sódico 3,8%, proporción 
1:10) para la realización de técnica  de agregometría. 
- Orina. Las ratas fueron introducidas individualmente en jaulas metabólicas modulares 
(Tecniplast S.p.A., Buguggiate, Italy) y se recogió la orina durante 24 h para el análisis. 
Se determinó la diuresis total y las muestras fueron centrifugadas a 3500 x g durante 10 
min a 4°C, congelando a -80°C en alícuotas hasta el momento de realizar las 




Jaula metabólica modular MC de Tecniplast 
- Arteria. Se obtuvo un segmento de la aorta abdominal 0,5 cm anterior a la bifurcación 
de las arterias femorales. El segmento aórtico se cortó en dos partes y se incubó a 37 ° C 
en tampón que contenía (mM): 100 NaCl, 4 KCl, 25 NaHCO3, 2,1 Na2SO4, 20 citrato 
de sodio, 2,7 glucosa y 50 Tris (pH 8,3). Los segmentos se colocaron en 500 µl de 
tampón fresco y se añadieron 10 µl de ionóforo de calcio A23187 (concentración final 
50 µM). Treinta minutos después, las muestras se secaron y pesaron y el sobrenadante 
se congeló a -80 ° C hasta el ensayo. 
- Riñones. Se realizó una perfusión de ambos riñones con suero salino isotónico 
mediante canulación de la arteria renal, con el fin de eliminar la sangre en los vasos 
renales. Posteriormente se pesaron y se procedió a homogeneizar el riñón izquierdo en 
Phosphate Buffer Saline 50 mM, pH 7.0 (1/15 p/v), centrifugando la muestra resultante 
a 13000 x g durante 15 min a 4°C, separando el sobrenadante y congelándolo en 
alícuotas a -80°C hasta el momento de la determinación de las variables 
correspondientes. El riñón derecho se utilizó para el análisis histológico. 
- Retina. Tras la remoción de los globos oculares y limpieza con solución salina, se 
fijaron con formaldehído al 10% durante 48 horas en suave agitación y a temperatura 
ambiente, seguido de la fijación e inclusión en parafina siguiendo un protocolo 
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convencional para posteriormente realizar cortes con un microtomo rotatorio HM 325 
(Leica Biosystems, Nussloch GmbH, Alemania). 
3.3.2. Bioquímica sérica y urinaria 
Todos los parámetros bioquímicos fueron analizados utilizando el autoanalizador 
Atellica®CH de Siemens Healthineers (Erlangen, Germany). La concentración de 
glucosa se realizó mediante método enzimático utilizando hexoquinasa y glucosa 6 
fosfato deshidrogenasa. La determinación de creatinina se basa en una reacción con 
ácido pícrico en medio alcalino. Urea se determinó mediante un método enzimático en 
el que se utiliza ureasa y glutamato deshidrogenasa. Para la determinación de Na+ y K+ 
se utilizó un multisensor en el cual hay un Electrodo Ión Selectivo (ISE) para el sodio, 
el potasio y un electrodo de referencia, las determinaciones se realizaron por 
potenciometría indirecta. Las proteínas totales se determinaron utilizando sulfato 
cúprico en solución alcalina (método de Biuret). La determinación de albúmina se 
realizó utilizando púrpura de bromocresol. El pH de la orina se determinó utilizando 
tiras reactivas comerciales Sysmex® (Sysmex España, S.L., Barcelona Spain), mediante 
el autoanalizador UC-3500 (Sysmex España, S.L., Barcelona Spain), el pH se mide por 
fotometría de reflectancia. 
El cálculo del Clearance de Creatinina se realizó mediante la siguiente fórmula 
(Giribabu et al., 2017) 
Urine creatinine (mg/dL) x urine volume (mL)           1000                               1 
--------------------------------------------------------   x --------------------      x   --------- 
              Serum creatinine (mg/dL)                          body weight (g)              1440 
 
Los valores se expresan en mL/min/kg peso corporal. 
3.3.3. Estrés oxidativo y nitrosativo 
El malondialdehído es el principal producto de la reacción con el ácido tiobarbitúrico 
(TBARS) como índice de concentración de peróxido de lípidos en suero y tejido. Las 
lipoproteínas de baja densidad oxidadas en suero se midieron como un índice del estado 
oxidativo causado por los radicales libres. La concentración de 8-isoprostanos urinarios 
se determinaron como un índice de producción global de estrés oxidativo (Costabile et 
al., 2015). Se determinó la concentración de 8-hidroxi-2-desoxiguanosina en suero y 
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riñón como un índice de daño al DNA por estrés oxidativo. Se determinó la 
concentración sérica y renal de 3-nitrotirosina como índice de formación de 
peroxinitritos. Todas estas determinaciones se realizaron de acuerdo con los protocolos 
del fabricante. A continuación, se describen de forma más detallada. 
Peroxidación de lípidos en plasma 
Las sustancias reactivas con ácido tiobarbitúrico (TBARS) se midieron como un índice 
de concentración de peróxido de lípidos en plasma. Las muestras de plasma se 
incubaron con 500 µl de ácido tiobarbitúrico al 0,5% en ácido tricloroacético al 20%. 
Las muestras se agitaron y se incubaron a 100°C durante 15 min, luego se centrifugaron 
a 2000 x g durante 15 min a 4°C. La absorbancia del sobrenadante resultante se 
determinó por espectrofotometría a 532 nm (FluoStar, BMG Labtechnologies, 
Offenburg, Alemania). Las muestras en blanco se prepararon de manera idéntica 
excepto que se incubaron a 4 °C para evitar la producción de TBARS. 
3-nitrotirosina plasmática  
Los niveles plasmáticos de 3-nitrotirosina se midieron como un índice indirecto de 
producción de peroxinitrito. 
Lipoproteínas de baja densidad oxidadas (oxLDL) 
La oxLDL se midió como uno de los biomarcadores más importantes en las primeras 
etapas de la enfermedad cardiovascular.  
La producción de 3-nitrotirosina y oxLDL se cuantificó con un inmunoensayo 
enzimático. 
3.3.4. Capacidad antioxidante 
La concentración de glutatión en suero y riñón, actividad de la glutatión peroxidasa y la 
capacidad antioxidante total se determinaron como un índice global de la defensa 
antioxidante. Los tres parámetros se determinaron mediante kits colorimétricos. 
3.3.5. Agregometría plaquetaria 
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La capacidad de agregación plaquetaria en sangre completa se evaluó a 37°C con el 
método de impedancia eléctrica (agregómetro Chrono-Log 540, Chrono-Log Corp., 
Haverton, PA, EE. UU.). Se utilizó colágeno (10 µg/ml) como agente inductor de 
agregación. La intensidad máxima de agregación se determinó como la resistencia 
máxima entre los dos polos del electrodo obtenida 10 min después de la adición del 
agonista. 
3.3.6. Eicosanoides 
- Tromboxano plaquetario B2. Una vez completada la agregación, la muestra de sangre 
se centrifugó a 10.000 x g durante 5 min, y el sobrenadante se congeló a -80 ° C hasta 
que se cuantificó la producción de tromboxano B2 con un inmunoensayo enzimático. 
- 6-keto-prostaglandina F1α vascular. El segmento aórtico se cortó en dos partes y se 
incubó a 37°C en tampón que contenía (mM): 100 NaCl, 4 KCl, 25 NaHCO3, 2,1 
Na2SO4, 20 citrato de sodio, 2,7 glucosa y 50 Tris (pH 8,3). Los segmentos se 
colocaron en 500 µl de tampón fresco y se añadieron 10 µl de ionóforo de calcio 
A23187 (concentración final 50 µM). Treinta minutos después, las muestras se secaron 
y pesaron y el sobrenadante se congeló a -80 ° C hasta el ensayo. La producción de 6-
ceto-PGF1α (metabolito estable de prostaciclina) se cuantificó con un inmunoensayo 
enzimático. 
- Las concentraciones urinarias de 11-dehidro-tromboxano B2 y 6-keto-prostaglandina 
F1α se midieron como un índice de la producción global, incluido el riñón, de 
tromboxano y prostaciclina. Estas determinaciones se llevaron a cabo de acuerdo con 
los protocolos del fabricante. 
3.3.7. Biomarcadores de inflamación  
- Interleucina 1ß sérica, mieloperoxidasa y VCAM-1 
Se incubaron dos mL de sangre nativa a 37°C durante 30 min, luego se obtuvo suero 
después de centrifugar a 2500 x g durante 15 min a 4°C. El suero se congeló a -80 ° C 
hasta el ensayo. La producción de interleucina 1ß, mieloperoxidasa (MPOx) y VCAM-1 
se cuantificó con un inmunoensayo enzimático apropiado. 
3.3.8. Procedimiento morfológico 
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De cada animal se extrajeron para realizar estudios histológicos: ojos y riñones, se 
mantuvieron en un tampón de conservación hasta la inclusión en parafina.  
Protocolo para fijar tejidos  
Para fijar los tejidos se utilizó formol tamponado al 10% utilizando un buffer fosfato 
(0,1M, pH= 6,3), se preparan dos soluciones llamadas solución A y B respectivamente 
- Solución A: contiene 6,9 g de Na H2 PO4 diluido en 500 mL de H2O destilada 
- Solución B: contiene 28,64 g de Na2 H PO4 diluido en 800 mL de H2O destilada 
Para preparar 1 L de tampón de conservación mezclamos 200mL de A + 700mL de B, 
medir pH= 6,3, añadir 100 mL de formol puro (37% de pureza, contiene además 
metanol  que favorece una mejor conservación de las muestras). El pH final tras añadir 
el formol puro será igual a 7. Se pueden mantener los tejidos en este tampón durante un 
mes, en nevera, pero se recomienda que se procesen cuanto antes.  
Previamente a la inclusión en parafina limpiamos los tejidos con PBS. 
El riñón lo limpiamos y cortamos trasversalmente obteniendo dos trozos por riñón. En 
el ojo eliminaremos aquellos tejidos anexos teniendo especial cuidado de no dañar la 
zona de la retina, no vaciaremos el globo ocular.  
Una vez limpio dejamos de nuevo todos los tejidos en el tampón de conservación. 
Guardamos en nevera hasta la inclusión en parafina. 
                                  
Inclusión en parafina 
Dejamos en agitación suave los tejidos: 
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- En el mismo tampón de conservación durante 2 horas 
- 30 minutos en agua destilada y fría 
- 30 minutos en alcohol de 50º  
- 30 minutos en alcohol de 70º  
- 30 minutos en alcohol de 96º (en este paso encenderemos la estufa y la parafina 
a 60ºC) 
- Dos pases de 1 hora cada uno en alcohol de 100º 
- 1 hora en butanol (también se puede usar tolueno)  
- Tres pases de parafina de 1 hora cada uno  
- Identificar los moldes y montar  
- Dejaremos a temperatura ambiente 24 h, para desmoldar los bloques dejar en 
hielo unos minutos. 
Cortes 
Se realizaron cortes con micrótomo de rotación MICROM HM 325 (Foto2). 
Para los cortes de retina no se procedió a hacer el vaciado del globo ocular, se 
practicaron cortes de 7µ de grosor y se comenzó por la porción posterior a nivel del 
nervio óptico que se utilizaba como referencia, el estudio sobre la retina se realizó en 
aquellas cortes donde la retina cubría más del 75 % del perímetro de corte y esta es 
homogénea en aumentos al microscopio óptico de 10X. Se realizaron un total de 4-5 
cortes por porta, en 5 portas por muestra. 
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Foto 2. Microtomo de rotación 
En riñón, se practicaron cortes de 3 y 5 µm, 1-2 cortes de riñón por porta, 2 portas por 
muestra. 
Los cortes realizados se dejarán en estufa a 37ºC durante 24 horas aproximadamente. 
Tinciones 
Las tinciones que se realizaron fueron en función del tipo de tejido y de lo que se quería 
medir 
Se realizaron dos tipos de tinciones:  
- Hematoxilina- Eosina (retina y riñón) 
- PAS (riñón) 
Se siguieron protocolos convencionales de tinción: 
Tinción hematoxilina-eosina 
1- Desparafinado 
- Cogimos los cortes de la estufa metidos el día anterior.  
- Sumergimos en xilol en dos pases de 15 y 10 minutos cada uno.  
45 
 
2- Hidratación  
- 10 minutos en alcohol absoluto. 
- 10 minutos en alcohol 96. 
- 10 minutos en alcohol 70. 
- 10 minutos en alcohol 50. 
3- Lavado 
- Lavar en agua destilada durante 2 minutos.  
4- Tinción 
- 6 minutos sumergidos en hematoxilina.  
- Lavar con agua corriente 3-4 minutos. 
- 2 minutos sumergidos en eosina. 
- Lavar con aguas corriente. 
- Lavar con agua destilada. 
5- Deshidratación 
- 3 minutos en alcohol de 70. 
- 3 minutos en alcohol de 96. 
- 3 minutos en alcohol de 100. 
- 15 minutos en xilol. 
6- Montaje en DpX. 





Tras desparafinar e hidratar: 
- Dejar 5 minutos en acido periódico al 5%. 
- Lavado en agua destilada. 
- 15-30 minutos en reactivo de Schiff. 
- Aclaramiento: tres sucesivos de 2 minutos cada uno en baño sulfuroso. 
- Durante 5 minutos lavar en agua corriente. 
- 30-60 segundos en hematoxilina de Harris. 
- 5 minutos lavar en agua corriente. 
- Deshidratar, aclarar y montar. 
Análisis de imagen 
Las medidas morfométricas de las secciones teñidas se realizaron en un sistema de 
análisis de imágenes: las imágenes histológicas se tomaron con un Microscopio Virtual 
Slide (Olympus BX-UCB, con el software VS-ASW FL, Hamburgo, Alemania), luego 
se obtuvieron imágenes glomerulares con el QuPach-0.2 (Foto 3). 











Foto 3.QuPach-0.2  
Análisis morfométrico del riñón 
El riñón derecho de cada rata se fijó en formalina tamponada neutra al 10% y se procesó 
para obtener secciones de parafina de 5 μm para métodos de tinción de reacción 
estándar de hematoxilina y eosina (H&E) y ácido periódico-Schiff (PAS). 
Para el volumen glomerular (GV) determinado, el área glomerular (GA) de 50 
glomérulos se midió de la siguiente manera (Lane et al., 1992): 
GV = (GA)3/2 × β/d 
donde β es un coeficiente de forma adimensional (β = 1.0 para esferas perfectas), y d es 
un coeficiente de distribución de tamaño utilizado para ajustar las variaciones en el 
tamaño glomerular. 
La tasa de glomeruloesclerosis se calculó a partir de cortes teñidos con PAS en 50 
glomérulos por corte. Se cuantificó el área de cada glomérulo y se calculó el área 
positiva de PAS en estos glomérulos utilizando el programa de análisis de imágenes, de 
la siguiente manera 
GMS = [PAS (+)A  (µm2) / GA (µm2)] x 100 
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donde GMS es el porcentaje de área glomerular con material PAS (+), PAS (+) A es el 
área ocupada con material PAS (+) en un glomérulo y GA es el área de este glomérulo. 
 
Glomérulo Tinción PAS+ 
Análisis morfométrico de retina 
Una vez obtenidos los globos oculares y tras limpieza con solución salina, se fijaron con 
formaldehído al 10% durante 48 horas en suave agitación y a temperatura ambiente, 
seguido de la fijación e inclusión en parafina siguiendo un protocolo convencional para 
posteriormente realizar cortes con un microtomo rotatorio HM 325 (Leica Biosystems, 
Nussloch GmbH, Alemania), como se ha indicado anteriormente. 
Se realizó un estudio cuantitativo en el que se midió: grosor de la retina y números de 
células ganglionares de la capa ganglionar. Se midieron dos cortes por porta, en un total 
de 5 portas por muestra.  
Para el grosor se utilizaron fotos de tamaño 20X, y se midió en aquellas zonas de la 
retina que presentaba un aspecto homogéneo. El grosor medido se realizó desde la capa 
limitante externa a la capa de células ganglionares. 




Para el recuento de células ganglionares se utilizaron fotos de 40X, donde se midió la 
longitud y se realizó el recuento en esa longitud, el resultado final se expresaba en 








Programa de procesamiento de imagen FIJI, con el que se midieron todos los 
parámetros explicados anteriormente. 
Retina 40X. H-E 
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Los cortes de la retina se realizaron con un grosor de 7 μm y siempre se iniciaron en la 
zona posterior a nivel del nervio óptico, el estudio morfométrico se realizó en imágenes 
20X y 40X. 
 Después del desparafinado se procedió a la tinción con hematoxilina-eosina. Se realizó 
un estudio cuantitativo de forma simple ciego sobre los cortes histológicos obtenidos 
por dos observadores independientes, en el que se evaluaron los siguientes parámetros 
(Szabadfi et al, 2012): 1. Espesor entre la membrana limitante interna y externa, que es 
equivalente al grosor de la retina; 2. ONL es el espesor de la capa nuclear o granular 
exterior; 3. OPL es el espesor de la capa plexiforme externa; 4. INL es el espesor de la 
capa nuclear o granular interna; y 5. IPL es el espesor de la capa plexiforme interna. Las 
células de la capa ganglionar se contaron en un total de 10 cortes por rata a una 
distancia conocida, que será la de la foto de 40x después de la tinción, en un promedio 
de 300μ, aunque los resultados se dieron con respecto a 100 μm para ser la misma área 
para todas las muestras. 
3.4. Análisis estadístico 
Los datos del texto, las tablas y las figuras se expresan como la media ± error estándar 
de la media (SEM) de 10 animales. Todos los análisis estadísticos se realizaron con el 
Statistical Package for Social Sciences v. 25.0 (SPSS Co., Chicago, IL, EE. UU.). Se 
utilizaron análisis de varianza unidireccionales seguido de transformación de Bonferroni 
y pruebas t de Student no apareado. Para establecer una posible relación entre los datos 
morfológicos de la retina y otras variables bioquímicas se calcularon los coeficientes de 
correlación de Pearson. En todos los casos, se asumió significación estadística con un 



















































4.1. Resultados zoométricos 
 
Los animales diabéticos mostraron una evolución del peso corporal menor que los no 
diabéticos, la administración de hidroxitirosol no modificó esta variable de forma 
significativa (Fig 4.1). Por otra parte, todos los animales diabéticos, controles y tratados 
con hidroxitirosol, presentaron cifras de glucosa en sangre muy superiores a los 
animales no diabéticos, tan solo el grupo tratado con la dosis de 5 mg/kg/día p.o. redujo 
las cifras de glucosa en sangre el primer mes de tratamiento, pero no se apreciaron 
diferencias significativas al final del periodo de estudio (Fig 4.1). Por último, los 
animales diabéticos, controles y tratados con hidroxitirosol, ingirieron una mayor 
cantidad de pienso y agua diariamente (Fig 4.1). Los riñones de los animales controles 
diabéticos mostraron un mayor peso relativo (100 x peso del riñón / peso corporal) que 
los controles sanos (0.6 ± 0.04 vs 0.8 ± 0.04, p < 0.05), hidroxitirosol no modificó este 
















Figura 4.1. Evolución temporal del peso corporal, glucemia, comida y bebida ingeridas en ratas 
controles no diabéticas (RND), ratas controles diabéticas (RD) y RD tratadas con hidroxitirosol 
1 mg/kg/día p.o. (HT-1) o 5 mg/kg/día p.o. (HT-5). N = 10 ratas por grupo. 
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4.2. Resultados de bioquímica y hematimetría 
 
 
El perfil bioquímico sérico (Tabla 4.1) muestra un incremento significativo en los 
niveles de glucosa en todos los grupos de animales diabéticos, no observando 
modificaciones tras dos meses de tratamiento con hidroxitirosol. Los niveles de 
creatinina se duplicaron en los animales diabéticos, reduciéndose tras la administración 
de hidroxitirosol (42.8% de reducción con 1 mg/kg/día p.o. y 28.5% con 5 mg/kg/día 
p.o.). El resto de variables no se modificaron significativamente. 
No se apreciaron cambios significativos en el perfil hematimétrico (Tabla 4.2), hepático 
ni lipídico en los distintos grupos de animales estudiados (Tabla 4.3). 
En las muestras de orina (Tabla 4.4) se observa un importante nivel de glucosuria, el 
cual no se modifica tras el tratamiento con hidroxitirosol. Los niveles urinarios de 
creatinina se redujeron significativamente en los animales controles diabéticos, 
incrementándose tras el tratamiento con hidroxitirosol. La proteinuria (Tabla 4.4 y Fig 
4.2) fue significativamente mayor en los animales diabéticos (factor de incremento = 
5.9), reduciéndose tras la administración de 1 mg/kg/día p.o. (67.8%) y 5 mg/kg/día p.o. 
(72.9%) de hidroxitirosol. El aclaramiento de creatinina calculado (Fig 4.2) fue 
significativamente menor en los animales controles diabéticos (reducción de un 49.6% 
respecto a los animales sanos), incrementándose tras el tratamiento con 1 mg/kg/día p.o. 
(incremento de un 38.0% respecto a los controles diabéticos) y 5 mg/kg/día p.o. 








Tabla 4.1. Variables bioquímicas de las muestras de suero (media ± SEM) en las ratas no diabéticas (RND, ratas diabéticas (RD) y RD tratadas con 
hidroxitirosol (HT) 1 mg/kg/día p.o. (HT-1) o 5 mg/kg/día p.o. (HT-5). N = 10 ratas por grupo. 
 
Variable RND RD p vs RND RD+HT-1 p vs RD RD+HT-5 p vs RD 
Glucosa (mg/dL) 90,0 ± 5.5 471 ± 9.9 0.0001 442 ± 30.5 n.s. 451 ± 42.7 n.s. 
Urea (mg/dL) 36.0 ± 1.7 35.5 ± 2.1 n.s. 45.0 ± 3.3 0.05 57.3 ± 1.7 0.0001 
Creatinina (mg/dL) 0,3 ± 0.01 0.7 ± 0.03 0.0001 0.4 ± 0.04 0.001 0.5 ± 0.04 0.0001 
Na+ (mEq/L) 149 ± 1.7 147 ± 1.7 n.s. 146 ± 1.5 0.02 148 ± 2.1 0.04 
K+ (mEq/L) 5.6 ± 0.3 4.8 ± 0.6 0.04 4.2 ± 0.2 n.s. 4.1 ± 0.4 n.s. 
Proteinas (g/dL) 5.7 ± 0.07 5.5 ± 0.1 n.s. 5.2 ± 0.05 n.s. 5.6 ± 0.2 n.s. 
Albumina (g/dL) 1.5 ± 0.08 1.4 ± 0.1 n.s. 1.4 ± 0.08 n.s. 1.5 ± 0.1 n.s. 






Tabla 4.2. Variables hematimétricas en sangre total (media ± SEM) en las ratas no diabéticas 
(RND, ratas diabéticas (RD) y RD tratadas con hidroxitirosol (HT) 1 mg/kg/día p.o. (HT-1) o 5 
mg/kg/día p.o. (HT-5). N = 10 ratas por grupo. 
 
 
 RND RD RD+HT-1 RD+HT-5 
Hematíes (X1012/L) 8.6±0.2 9.0±0.2 8.2±0.2 8.6±0.2 
Leucocitos (X106/L) 6.1±0.3 6.4±1.9 5.3±0.4 5.0±0.3 
Plaquetas 
(X106/L) 
909±33 924±20 882±30 890±22 
Hemoglobina (g/L) 16.0±0.4 16.7±0.5 16.3±0.3 16.7±0.3 
Hematocrito (%) 46.8±1.0 46.4±1.3 45.8±0.8 48.4±0.7 
 











Tabla 4.3. Variables de perfil hepático y lipídico (media ± SEM) en las ratas no diabéticas 
(RND, ratas diabéticas (RD) y RD tratadas con hidroxitirosol (HT) 1 mg/kg/día p.o. (HT-1) o 5 
mg/kg/día p.o. (HT-5). N = 10 ratas por grupo. 
 
 
 RND RD RD+HT-1 RD+HT-5 
AST (U/L) 86.5±2.21 116.3±5.4* 58.7±5.4 58.6±3.0 
ALT (U/L) 53.1±6.1 87.8±3.1* 48.3±3.4 59.3±2.0 
GGT (U/L) 1.0±0.1 1.9±0.3 2.0±0.6 2.1±0.5 
FA (U/L) 77.1±6.2* 269.8±19.5 246.8±14.7 229.3±21.8 
Col T (mg/dL) 57.7±1.0 78.7±1.8* 67.3±2.8 68.3±1.5 
LDLc (mg/dL) 23.0±2.9 33.5±4.2 22.3±3.1 30.1±5.1 
HDLc (mg/dL) 18.5±1.2 18.5±2.9 25.0±0.7 30.1±4.7 
TG (mg/dL) 67.5±8.8 102.8±8.6 99.2±17.2 102.6±20.9 
AST: aspartato aminotransferasa; ALT: alanino aminotransferasa; GGT: gamma glutamil 
transpeptidasa; FA: fosfatasa alcalina; Col T: colesterol total; LDLc: LDL colesterol; HDLc: HDL 
colesterol: TG: triglicéridos 






Tabla 4.4. Variables bioquímicas urinarias seguimiento en ratas controles no diabéticas (RND), ratas controles diabéticas (RD) y RD tratadas con 
hidroxitirosol 1 mg/kg/día p.o. (HT-1) o 5 mg/kg/día p.o. (HT-5). N = 10 ratas por grupo 
Variable RND RD p vs RND HT-1 p vs RD HT-5 p vs RD 
Creatinina (mg/dL) 103 ± 3.7 60.6 ± 3.2 0.0001 72.5 ± 3.1 0.01 74.7 ± 3.8 0.001 
Proteinuria (mg/L) 13.1 ± 0.8 91.9 ± 4.7 0.0001 57.8 ± 5.8 0.004 37.7 ± 3.4 0.0001 
Proteinuria (mg/24 h) 31.1 ± 8.1 185 ± 17.5 0.005 59.4 ± 7.0 0.004 50.0 ± 2.65 0.008 
Urea (mg/L) 2077 ± 700 2013 ± 225 n.s. 2309 ± 131 n.s. 2389 ± 342 n.s. 
Glucosuria (mg/L) 0.0 ± 0.0 4065 ± 1611 0.0001 1958 ± 643 n.s. 4752 ± 1803 n.s. 
Na+ (mEq/L) 28.0 ± 3.6 42.5 ± 7.6 0.002 57.5 ± 13.5 n.s. 13.7 ± 5.5 n.s. 
K+ (mEq/L) 52.3 ± 20.3 68.7 ± 17.5 n.s. 66.1 ± 6.1 0.01 66.0 ± 1 6.1 n.s. 
pH 7.8 ± 0.6 7.3 ± 0.8 n.s. 6.9 ± 1.1 n.s. 7.5 ± 0.9 n.s. 
        




Figura 4.2.  Valores medios del cociente proteinuria/creatinina urinaria y aclaramiento de 
creatinina tras ocho semanas de seguimiento en ratas controles no diabéticas (RND), ratas 
controles diabéticas (RD) y RD tratadas con hidroxitirosol 1 mg/kg/día p.o. (HT-1) o 5 
mg/kg/día p.o. (HT-5). N = 10 ratas por grupo. *p = 0.04, **p = 0.001, ***p = 0.004, ****p < 
0.0001, respecto a RD. 
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4.3. Resultados de las variables plaquetarias y endoteliales 
 
 
Los valores de las variables plaquetarias fueron significativamente más altos en ratas  
controles diabéticas que en animales normoglucémicos: 91% más altos para la 
agregación plaquetaria y 72,5% más altos para la producción de TxB2. La 
administración de hidroxitirosol redujo la intensidad máxima de agregación plaquetaria 
(Imax) en un 21,6% (1 mg/kg/día) y un 42% (5 mg/kg/día, P <0,05 en comparación con 
la dosis más baja), y redujo la producción de TxB2 en un 20,7% (1 mg/kg/día) y 26,7% 
(5 mg/kg/día) en comparación con los animales diabéticos no tratados con hidroxitirosol 
(Tabla 4.5). 
La producción de prostaciclina vascular, determinada como su metabolito activo 6-keto-
PGF1α, fue 50% menor en los animales diabéticos no tratados que en el grupo 
normoglucémico. El tratamiento con hidroxitirosol redujo esta disminución al 40% (1 
mg/kg/día) y al 10% (5 mg/kg/día, P <0,001 en comparación con la dosis más baja); 
estos valores fueron similares a los de los animales no diabéticos (P <0,1). 
Asimismo, la excreción de prostanoides por vía urinaria se encuentra alterada en los 
animales controles diabéticos (Tabla 4.5), mostrando un incremento de la cantidad de 
11-11-dehydro-tromboxano B2 (11-dH-TxB2) y un descenso de la cantidad de 6-keto-
prostaglandin F1α. La administración de hidroxitirosol reduce la producción de 11-dH-
TxB2, solo la dosis de 5 mg/kg/día p.o. disminuye el descenso de 6-keto-PGF1α de los 





Tabla 4.5. Valores medios (media ± SEM) de la intensidad máxima de agregación plaquetaria 
inducida con colágeno (Imax), niveles séricos de tromboxano B2 (metabolito estable del 
tromboxano A2), aórticos de 6-keto prostaglandina F1α (metabolito estable de la prostaciclina, y 
urinarios de 11-dehydro-tromboxano B2 y 6-keto prostaglandina F1α, en ratas controles no 
diabéticas (RND), ratas controles diabéticas (RD) y RD tratadas con hidroxitirosol 1 mg/kg/día 
p.o. (HT-1) o 5 mg/kg/día p.o. (HT-5). N = 10 ratas por grupo 
 
 RND RD HT- HT-5 
Imax (ohms) 12.8±1.0 24.5±1.9** 19.2±1.4††† 14.2±1.6††† 
Suero     
Thromboxano B2 (pg/mL) 47.3±3.8 81.6±5.9** 64.7±5.1††† 59.8±6.0††† 
Anillos aórticos     
6-keto-PGF1α (pg/mg aorta) 1.0±0.1 0.5±0.04* 0.6±0.04 0.9±0.06† 
Orina     
11-dH-TxB2 (ng/mg creatinina) 4.1 ± 0.8 9.8 ± 0.6** 6.4 ± 1.0 4.3 ± 0.8††† 
6-keto-PGF1α (pg/mg creatinina) 13.8 ± 2.1 7.0 ± 0.5* 8.4 ± 0.7 11.8 ± 1.3†† 
 








4.4. Resultados de las variables de estrés oxidativo y nitrosativo 
 
 
Todas las variables de estrés oxidativo tanto en suero (Tabla 4.6) como el tejido renal 
(Tabla 4.7) están alteradas en los animales controles diabéticos. Los marcadores de daño 
oxidativo están incrementados significativamente y los de defensa antioxidante 
disminuidos. Así mismo la concentración de 3-nitrotirosina (estrés nitrosativo) también 
están aumentadas. La administración de hidroxitirosol reduce este desequilibrio (de 
forma estadísticamente significativa), excepto la concentración sérica de oxLDL con 1 
mg/kg/día y el descenso de defensa antioxidante cuantificado en los controles diabéticos 
en tejido renal, con ninguna de las dos dosis utilizadas. Por último, la concentración de 
3-nitrotirosina, incrementada en los controles diabéticos, se reduce significativamente, 
tanto en suero como en tejido renal, con ambas dosis de hidroxitirosol. 
La producción de prostaglandinas producidas por la presencia de radicales libres (8-
isoprostanos) también se encuentra alterada en los animales controles diabéticos (Tabla 
4.7), mostrando un incremento de la cantidad de 8-isoprostanos urinarios. La 












Tabla 4.6. Variables de estrés oxidativo y nitrosativo en muestras de suero en ratas controles no diabéticas (RND), ratas controles diabéticas (RD) y RD 
tratadas con hidroxitirosol 1 mg/kg/día p.o. (HT-1) o 5 mg/kg/día p.o. (HT-5). N = 10 ratas por grupo. 
Variable RND RD p vs RND HT-1 p vs RD HT-5 p vs RD 
TBARS (nmol/mL) 4.2 ± 0.4 8.44 ± 0.4 0.0001 6.9 ± 0.8 0.023 4.3 ± 0.3 0.0001 
oxLDL (ng/mL) 14.6 ± 1.6 24.4 ± 0.7 0.0001 21.5 ± 1.7 n.s. 13.3 ± 0.5 0.0001 
8-OHdG (ng/mL) 16.1 ± 0.2 26.3 ± 0.8 0.0001 19.6 ± 1.7 0.010 15.4 ± 0.7 0.0001 
GHS (nmol/mL) 127 ± 3.9 91.3 ± 3.9 0.0001 109 ± 5.7 0.030 117 ± 7.8 0.02 
GSHpx 
(nmol/min/mL) 
7.8 ± 0.6 19.0 ± 1.8 0.0001 11.3 ± 1.3 0.005 11.6 ± 1.7 0.02 
CAT (U/mL) 17.9 ± 0.3 13.2 ± 0.4 0.0001 16.6 ± 0.3 0.001 16.6 ± 0.7 0.01 
3-nitrotirosina 
(pg/mL) 
1.5 ± 0.05 6.4 ± 0.3 0.0001 3.2 ± 0.1 0.0001 3.5 ± 0.2 0.0001 
        
n.s. = diferencias no significativas 
8-OHdG: 8-hidroxi-2-deoxiguanosina. GSH: glutatión reducido. GSHpx: actividad glutatión peroxidasa. oxLDL: colesterol-LDL oxidado. CAT: capacidad 




Tabla 4.7. Variables de estrés oxidativo y nitrosativo en muestras de riñón en ratas controles no diabéticas (RND), ratas controles diabéticas (RD) y RD 
tratadas con hidroxitirosol 1 mg/kg/día p.o. (HT-1) o 5 mg/kg/día p.o. (HT-5). N = 10 ratas por grupo. 
Variable RND RD p vs RND HT-1 p vs RD HT-5 p vs RD 
TBARS (nmol/mg 
proteina) 
35.7 ± 3.4 135 ± 14.2 0.001 61.0 ± 4.4 0.002 44.9 ± 1.8 0.002 
8-OHdG (ng/0.1 g 
tejido) 
7.1 ± 0.3 12.6 ± 0.3 0.0001 9.0 ± 0.3 0.0001 8.2 ± 0.3 0.0001 
GHS (µmol/0.1 g 
tejido) 




91.4 ± 3.4 65.0 ± 3.1 0.0001 56.4 ± 4.3 n.s. 63.9 ± 3.2 n.s. 
CAT (U/0.1 g tejido) 87.2 ± 3.0 40.2 ± 7.6 0.001 58.5 ± 7.0 n.s. 70.1 ± 15.1 n.s. 
3-nitrotirosina (pg/0.1 
g tejido) 




6.9 ± 0.6 49.1 ± 0.6 0.0001 5.2 ± 0.5 0.0001 5.5 ± 0.5 0.0001 
        
n.s. = diferencias no significativas 
8-OHdG: 8-hidroxi-2-deoxiguanosina. GSH: glutatión reducido. GSHpx: actividad glutatión peroxidasa. CAT: capacidad antioxidante total. TBARS: 




4.5. Resultados de las variables de inflamación      
 
 
 Las variables de inflamación medidas en este estudio mostraron valores 
estadísticamente más altos en ratas diabéticas que en animales no diabéticos (3 veces 
más alto para MPOx y VCAM-1, y 1,3 veces más alto para IL-1ß) (Tabla 4.8). La 
administración de HT redujo la MPOx entre un 32% y un 66%, la VCAM-1 entre un 




Tabla 4.8. Valores medios (media ± SEM) de las siguientes variables inflamatorias: 
mieloperoxidasa (MPOx), VCAM-1 e interleucina 1ß (IL-1ß) en ratas controles no diabéticas 
(RND), ratas controles diabéticas (RD) y RD tratadas con hidroxitirosol 1 mg/kg/día p.o. (HT-
1) o 5 mg/kg/día p.o. (HT-5). N = 10 ratas por grupo. 
 
 
 RND RD HT-1 HT-5 
MPOx (ng/mL) 4.08 ± 0.23 12.30 ± 1.23* 4.13 ± 0.48†† 7.14 ± 0.77† 
VCAM-1 
(ng/mL) 
0.37 ± 0.03 1.16 ± 0.09* 0.43 ± 0.06†† 0.58±0.06†† 
IL-1ß (pg/mL) 1.8 ± 0.05 2.3 ± 0.06** 2.0 ± 0.05 1.7 ± 0.06†† 
 














4.6. Resultados de morfometría renal 
 
 
El volumen glomerular (Fig 4.3) se incrementó significativamente en los animales 
controles diabéticos (69.1% respecto a los controles sanos), reduciéndose tras la 
administración de 1 mg/kg/día p.o. (disminución de un 22.1%) y 5 mg/kg/día p.o. 
(disminución de un 32.8%) de hidroxitirosol. Así mismo el índice de 
glomeruloesclerosis (Figs 4.3) se incrementa en los animales controles diabéticos 
(21.2% más que en los animales controles sanos) reduciéndose tras la administración de 
1 mg/kg/día p.o. (disminución de un 13.9%) y 5 mg/kg/día p.o. (disminución de un 
18.1%) de hidroxitirosol. 
En la Tabla 4.9 se muestra la correlación existente, representa el análisis de las 
correlaciones entre las diversas variables determinadas y tres parámetros fundamentales 
de función renal: volumen glomerular, aclaramiento de creatinina y proteinuria 
(cociente proteínas/creatinina en orina). 
En la Fig 4.4 se muestran ejemplos representativos de micrografías de tejido renal 
teñido con hematoxilina-eosina, en las que se determinó el volumen glomerular. En la 
Fig 4.5 se muestran ejemplos representativos de micrografías de tejido renal teñido con 










Figura 4.3. Valores medios de volumen glomerular y porcentaje de área glomerular con 
material PAS+ en ratas controles no diabéticas (RND), ratas controles diabéticas (RD) y 
RD tratadas con hidroxitirosol 1 mg/kg/día p.o. (HT-1) o 5 mg/kg/día p.o. (HT-5). N = 































































Figura 4.4. Ejemplos representativos de imágenes de glomérulos de ratas controles no diabéticas (RND), ratas controles diabéticas (RD) y RD 


















Figure 4.5. Ejemplos representativos de imágenes de glomérulos de ratas controles no diabéticas (RND), ratas controles diabéticas (RD) y RD 







Tabla 4.9. Coeficientes de correlación de Pearson entre el volumen glomerular (VG), 
aclaramiento de creatinina (ClCr) y el cociente proteinuria/creatinina urinaria y las variables 
bioquímicas de suero y orina.  
Variable VG ClCr Prot/Creat 
 cP p cP p cP p 
Suero       
TBARS 0.846 0.0001 -0.686 0.005 0.732 0.003 
8-HdG 0.888 0.0001 -0.587 0.021 0.764 0.001 
oxLDL 0.767 0.0001 -0.560 0.030 0.597 0.024 
GSH -0.829 0.0001 0.639 0.010 -0.810 0.0001 
GSHpx 0.820 0.0001 -0.736 0.002 0.786 0.001 
CAT -0.833 0.0001 0.723 0.002 -0.889 0.0001 
3-NTy 0.913 0.0001 -0.875 0.0001 0.960 0.0001 
Tejido renal       
TBARS 0.926 0.0001 -0.681 0.005 0.918 0.0001 
8-HdG 0.948 0.0001 -0.780 0.001 0.935 0.0001 
GSH -0.953 0.0001 0.816 0.0001 -0.861 0.0001 
GSHpx -0.546 0.035 0.724 0.002 -0.478 0.084 
CAT -0.783 0.001 0.707 0.003 -0.709 0.004 
3-NTy 0.844 0.0001 -0.719 0.003 0.769 0.001 
Orina       
8-
isoprostanos 
0.856 0.0001 -0.596 0.015 0.859 0.0001 
11-dHTxB2 0.831 0.0001 -0.602 0.023 0.700 0.005 
6-keto-PGF1α -0.636 0.015 0.595 0.025 -0.546 0.043 
cP: coeficiente de Pearson. 8-OHdG: 8-hydroxy-2-deoxyguanosina. GSH: glutatión reducido. 
GSHpx: actividad glutatión peroxidasa. CAT: capacidad antioxidante total. TBARS: productos 
de reacción con ácido tiobarbitúrico. 11-dHTxB2 :11-dehydro-tromboxano B2. 6-keto-PGF1α: 
6-keto prostaglandina F1α. 3-NTy: 3-nitrotirosina. 
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4.7. Resultados de morfometría retiniana 
 
 
En la Fig 4.6 se muestran ejemplos representativos de retinas de los grupos 
experimentales. El grosor de las capas externas de la retina (ONL y OPL) se redujo 
significativamente en los animales diabéticos en comparación con las ratas 
normoglucémicas, mientras que el grosor de la capa interna (INL e IPL) aumentó en 
animales diabéticos (Tabla 4.10). En ambos casos, la administración de hidroxitirosol 
tendió a normalizar estos parámetros, pero estas variaciones alcanzaron significación 
estadística solo para el OPL y el INL (Tabla 4.10). 
El grosor total de la retina en los animales diabéticos fue mayor que en las ratas 
normoglucémicas y se acercó a los valores normales en las ratas tratadas con 
hidroxitirosol (Fig.4.7). El aumento del grosor total de la retina en los animales 
diabéticos se debió a un aumento del área total ocupada por la matriz extracelular y una 
disminución del área ocupada por las células. En los animales diabéticos tratados con 
hidroxitirosol, los valores de ambas superficies fueron similares a los del grupo de 
control. El tamaño medio de las células retinianas fue significativamente mayor en los 
animales diabéticos (25,6%), y después del tratamiento con hidroxitirosol, el tamaño de 
las células fue similar al del grupo de control no tratado (14,1% con 1 mg/kg/día y 4,9% 
con 5 mg/kg/día) (Fig. 4.8). 
El número de células ganglionares de la retina en animales diabéticos fue 
significativamente menor (44%) que en ratas normoglucémicas, y esta disminución fue 
menor en animales diabéticos tratados con hidroxitirosol (34% con 1 mg / kg / día y 
9,1% con 5 mg / kg / día) (Fig 4.9).  
La Tabla 4.11 muestra los coeficientes de correlación y los niveles de significación 
















HT-1            HT-5 
Figura 4.6. Imágenes representativas de retinas de los grupos de ratas no diabéticas (RND), ratas diabéticas (RD) y RD tratadas con hidroxitirosol 
(HT 1 y 5 mg/kg/día p.o. durante ocho semanas. Hematoxilina y eosina (40X) 
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Tabla 4.10. Valores medios (media ±SEM) del grosor de la capa nuclear externa (ONL), capa 
plexiforme externa (OPL), capa nuclear interna (INL) y capa plexiforme interna (IPL) en ratas 
controles no diabéticas (RND), ratas controles diabéticas (RD) y RD tratadas con hidroxitirosol 
1 mg/kg/día p.o. (HT-1) o 5 mg/kg/día p.o. (HT-5). N = 10 ratas por grupo. 
 
   Grosor (µm)  
 RND RD HT-1 HT-5 
ONL 31.9±4.5 27.3±2.7 23.2±1.3 28.7±2.8 
OPL 6.8±0.6 3.4±0.4* 5.5±0.7† 6.6±0.8†† 
INL 16.2±1.4 25.0±2.9* 14.4±1.2† 13.3±0.4†† 
IPL 16.4±1.3 30.2±3.0** 24.1±1.5 25.4±1.7 
 














Figura 4.7.  Grosor de la retina y porcentaje de la superficie retiniana ocupada por 
células o por matriz extracelular en ratas no diabéticas (RND), ratas diabéticas (RD) y 
RD tratadas con hidroxitirosol (HT 1 y 5 mg/kg/día p.o.) durante ocho semanas.  
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Figura 4.8.  Tamaño medio de las células retinianas de ratas no diabéticas (RND), ratas 
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Figura 4.9.  Número de células ganglionares en retinas de ratas no diabéticas (RND), 
ratas diabéticas (RD) y RD tratadas con hidroxitirosol (HT 1 y 5 mg/kg/día p.o. durante 
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Tabla 4.11. Coeficientes de correlación de Pearson entre el número de células ganglionares 
retinianas y la intensidad máxima de agregación plaquetaria (Imax), tromboxano B2 (TxB2), 6-
keto prostaglandina F1α (6-keto-PGF1α), productos de reacción con ácido tiobabitúrico 
(TBARS), colesterol-LDL oxidada (oxLDL), 3-nitrotirosina e interleucina 1ß (IL-1ß). 
 
 
 Coeficiente de 
Pearson 
p 
Imax - 0.868 0.0001 
TxB2 - 0.672 0.003 
6-keto-PGF1α  0.965 0.0001 
3-nitrotirosina - 0.835 0.0001 
TBARS - 0.803 0.0001 
oxLDL - 0.817 0.0001 































5.1. Efecto de hidroxitirosol sobre la vasculopatía diabética 
Nuestros resultados muestran que la administración de hidroxitirosol (HT) modificó 
algunos biomarcadores cardiovasculares en un modelo experimental de diabetes 
mellitus. Anteriormente habíamos observado que la administración de aceite de oliva 
virgen extra modificaba algunas variables plaquetarias y vasculares en este modelo 
experimental (De La Cruz et al., 2010).  Tras la investigación realizada, identificamos 
que hidroxitirosol, el principal compuesto polifenólico del aceite de oliva virgen y 
virgen extra, puede ser responsable en parte de los efectos beneficiosos a nivel 
cardiovascular. 
Uno de los primeros procesos bioquímicos que conducen a la vasculopatía diabética es 
el estrés oxidativo debido a la hiperglucemia crónica (Jansen et al., 2013; Shaw et al., 
2014). Los resultados de nuestro modelo experimental confirman la influencia del estrés 
oxidativo, mediado por aumento de las concentraciones de peróxidos de lípidos y la 
reducción de la concentración de glutatión, en particular, y de la capacidad antioxidante 
total en plasma (Tabla 4.6). El hidroxitirosol modificó el estrés oxidativo a través de 
una reducción de los peróxidos lipídicos, un aumento de la concentración de glutatión y 
de la capacidad antioxidante total. El efecto antioxidante de hidroxitirosol se ha descrito 
ampliamente tanto en modelos químicos como biológicos (Granados-Principal, 2010; 
Raederstorff, 2009). Si el estrés oxidativo es uno de los pasos iniciales más importantes 
en la enfermedad vascular diabética, la inhibición del estrés oxidativo se convierte en un 
efecto importante a considerar para explicar el efecto beneficioso del hidroxitirosol 
sobre la disfunción endotelial y para prevenir potencialmente la vasculopatía (Storniolo 
et al., 2014). 
Respecto a la producción de óxido nítrico, la diabetes mellitus aumenta los radicales de 
peroxinitritos y disminuye la producción constitutiva de óxido nítrico (Di Pietro et al., 
2013;Cai et al., 2000). El hidroxitirosol redujo el estrés nitrosativo (Tabla 4.6) 
probablemente debido a su efecto antioxidante. 
Una consecuencia importante del estrés oxidativo y nitrosativo en la vasculopatía 
diabética es el aumento de la oxidación de lipoproteínas como LDL (oxLDL) (Angeli et 
al., 2015). Los resultados del presente estudio confirman que los animales diabéticos 
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tenían concentraciones plasmáticas de oxLDL más altas que los animales 
normoglucémicos. El hidroxitirosol redujo la concentración de oxLDL en ratas 
diabéticas, un hallazgo consistente con otros estudios, en los que se demuestra que los 
polifenoles en el aceite de oliva virgen previenen la oxidación de LDL en sujetos sanos 
y personas con factores de riesgo cardiovascular (Castañer et al., 2012; Covas 2006). La 
oxidación de LDL es un paso clave en la génesis y evolución de la enfermedad arterial 
(Rafieian-Kopaei  et al., 2014), por lo que proteger las LDL contra la oxidación es un 
efecto potencialmente beneficioso de los esfuerzos para prevenir las enfermedades 
cardiovasculares (Tousoulis  et al., 2013). 
Un aspecto relacionado con el estrés oxidativo es la participación de mediadores 
inflamatorios y citocinas (IL-1beta, IL-6) en la aparición de la enfermedad vascular 
diabética. En las primeras etapas de la vasculopatía, el aumento de la adhesión de los 
leucocitos al endotelio vascular se debe a un aumento de las proteínas adhesivas como 
la VCAM-1. La mieloperoxidasa (MPOx) también es indicador de la activación 
específica de estos leucocitos y, en este sentido, se sabe que las interleucinas participan 
en el desarrollo y evolución de la inflamación vascular (Stulc et al., 2012). En el 
presente estudio, observamos que los niveles de IL-1beta, VCAM-1 y MPOx fueron 
más altos en animales diabéticos que en ratas normoglucémicas, resultados que sugieren 
la existencia de un estado inflamatorio en este modelo experimental (Tabla 4.8). El 
hidroxitirosol redujo significativamente estas variables (Tabla 4.8). Este efecto se ha 
descrito previamente en experimentos con cultivos de células endoteliales procedentes 
de la vena umbilical humana (Carluccio et al., 2007; Catalán et al., 2015; Dell'Agli et 
al., 2006) postulándose que hidroxitirosol regula negativamente el factor nuclear NFκB, 
disminuyendo así la expresión de estos mediadores. Por otro lado, se ha observado una 
reducción en la concentración de MPOx de casi el 75% en los neutrófilos circulantes 
inducidos en ratas (Quirantes-Piné et al., 2013), y también se encontraron reducciones 
en la pared intestinal en un modelo de enfermedad inflamatoria intestinal (Sánchez-
Fidalgo et al., 2015). Con respecto a la producción de IL-1ß, hemos observado que 
hidroxitirosol y tirosol reducen la interleucina-1ß en cortes de cerebro de rata en un 
modelo de hipoxia-reoxigenación (De La Cruz et al., 2015), un resultado posiblemente 
relacionado con el mecanismo mencionado anteriormente sobre la regulación a la baja 
del factor nuclear NFκB (Killeen et al., 2014). Por tanto, hidroxitirosol puede reducir el 
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estado inflamatorio vascular tanto en estadios iniciales (activación leucocitaria) como 
durante la progresión de la enfermedad vascular (IL-1ß). 
Una de las principales consecuencias de la inflamación vascular es la disfunción 
endotelial, que también implica alteraciones bioquímicas en la hiperglucemia crónica, 
principalmente en relación con el estrés oxidativo (de Zeeuw, 2015). Esta disfunción 
endotelial está representada por una disminución de la producción de prostaciclina y 
óxido nítrico (Schäfer et al., 2008) y, en segundo lugar, un aumento de la función 
plaquetaria (Schäfer et al., 2008). En el presente estudio hemos evidenciado un déficit 
en la producción de prostaciclina junto con una mayor actividad plaquetaria (agregación 
plaquetaria y producción de tromboxano B2) en animales diabéticos. Este desequilibrio 
fue compensado, en parte, por la administración de hidroxitirosol, que disminuyó la 
actividad plaquetaria y la producción de tromboxano B2 de las plaquetas, y también 
redujo, en menor medida, la producción de prostaciclina endotelial. Este mismo perfil 
fue observado previamente en un estudio con muestras de sangre humana (González-
Correa et al., 2009) y sangre de animales normoglucémicos. Probablemente el efecto 
observado sobre la prostaciclina sea indirecto, debido a que la acción antioxidante de la 
hidroxitirosol puede reducir el papel negativo de los radicales libres en la síntesis de 
prostaciclina (González-Correa et al., 2009). 
En general, la administración de hidroxitirosol interfirió con los principales procesos 
bioquímicos que conducen a la vasculopatía diabética en el modelo experimental de 
diabetes mellitus.  
5.2. Efecto de hidroxitirosol sobre la microangiopatía en un modelo experimental 
de diabetes mellitus tipo1. 
Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la administración de 
hidroxitirosol por vía oral durante 8 semanas a ratas con una diabetes experimental 
similar a la diabetes tipo 1 humana, disminuye las principales variables relacionadas con 
la microangiopatía producida por una hiperglucemia mantenida en el tiempo. 
Asimismo, se ha demostrado una relación de este efecto protector con su acción sobre la 
inflamación vascular.  
En primer lugar, se podría plantear que el efecto de hidroxitirosol pudiera deberse a una 
normalización de los niveles de glucosa, hecho fundamental en la prevención de la 
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microangiopatía diabética. En este estudio no se ha observado esta reducción sobre los 
niveles de glucosa en sangre, por lo que los efectos observados para hidroxitirosol se 
deben a una acción directa sobre los mecanismos de daño vascular, renal y retiniano en 
la diabetes mellitus. Algunos estudios muestran un efecto antidiabético de hidroxitirosol 
(Poudyal et al., 2017), si bien se refieren a modelos de diabetes tipo 2 en los que el 
problema es la falta de sensibilidad a la insulina por los tejidos, hecho que no se 
produce en el modelo utilizado en nuestro estudio, ya que la estreptozotocina anula la 
capacidad del páncreas para producir insulina. En este sentido, la insulina administrada 
durante el experimento no pretendía normalizar los niveles de glucosa en sangre, sino 
evitar la mortalidad de los animales, al mismo tiempo que mantenía un estado de 
hiperglucemia, similar a lo que en el ser humano condiciona la aparición de 
microangiopatía diabética. Por otra parte, la polidipsia y polifagia que caracteriza a la 
diabetes mellitus tipo 1 no se vio modificada por la administración de hidroxitirosol 
(Fig 4.1). 
En la génesis de la microangiopatía diabética los niveles altos de glucosa mantenidos en 
el tiempo originan una serie de cambios bioquímicos celulares que provocan cambios en 
la funcionalidad celular. Uno de esos cambios es la inducción de un estrés oxidativo 
celular (Fiorentino et al., 2013). El estrés oxidativo es reconocido como un punto 
principal para explicar dichas alteraciones celulares, modificando otras vías bioquímicas 
y llegando a producir, como hemos descrito en el apartado anterior, una disfunción 
endotelial que facilita el funcionamiento anómalo de los vasos sanguíneos, tanto 
grandes como pequeños (Incalza et al., 2018).  
5.2.1. Nefropatía 
En relación con la nefropatía, un resultado que apoya la relación entre estos factores y 
una disfunción endotelial que pudiera participar en el daño glomerular es el 
desequilibrio que la diabetes produce en la formación de eicosanoides, elementos 
fundamentales para un correcto mantenimiento del flujo sanguíneo en distintos órganos 
(Hishinuma et al., 2001). Los animales diabéticos mostraron un incremento en la 
concentración de tromboxano (vasoconstrictor) y un descenso en la de prostaciclina 
(efecto vasodilatador), incrementando la cantidad de prostaglandinas que se generan por 
un incremento de radicales libres (8-isoprostanos) (Costabile et al., 2015). La 
administración de hidroxitirosol redujo la excreción urinaria de tromboxano y 8-
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isoprostanos y frenó la disminución de la producción de prostaciclina (Tabla 4.5). El 
efecto de hidroxitirosol sobre el equilibrio tromboxano/prostaciclina ha sido demostrado 
en este mismo modelo experimental y en muestras de sangre humana (López-Villodres 
et al., 2016; Reyes et al., 2013). Respecto a la reducción de 8-isoprostanos se podría 
explicar por su efecto antioxidante, lo cual disminuiría la formación de prostaglandinas 
inducidas por radicales libres. 
Los animales diabéticos presentan alteraciones en las principales variables analíticas 
relacionadas con una nefropatía (proteinuria y disminución del aclaramiento de 
creatinina), así como alteraciones morfológicas glomerulares (incremento del volumen 
glomerular y glomeruloesclerosis). La administración de hidroxitirosol redujo la 
proteinuria, el incremento de volumen glomerular y el índice de glomeruloesclerosis e 
incrementó el aclaramiento de creatinina (CrCl). La reducción de la proteinuria se 
asocia a una mejor evolución de la nefropatía (Sagoo et al., 2020), para lo cual es 
fundamental un control intensivo de la hiperglucemia (de Boer et al., 2011). No 
obstante, no siempre se consigue este control glucémico, por lo que es necesario 
encontrar fármacos o compuestos que faciliten este efecto protector. Por lo tanto, 
podemos aventurar que hidroxitirosol, administrado preventivamente, posee un efecto 
nefroprotector en el modelo experimental utilizado en este estudio. 
En un modelo experimental de diabetes inducida con alloxan se ha demostrado que la 
administración de 20 mg/kg/día i.p. de un extracto purificado de hidroxitirosol durante 8 
semanas, produce un efecto antioxidante y nefroprotector (observado cualitativamente) 
(Hamden et al., 2009). Por otra parte, se ha demostrado que la administración de 
hidroxitirosol reduce la nefrotoxicidad producida por fármacos como gentamicina 
(hidroxitirosol: 2 mg/kg/día p.o.) (Chashmi et al., 2017) o ciclosporina (hidroxitirosol: 
20 x 2 mg/kg/día i.p.) (Capasso et al., 2008). Al ser la diabetes mellitus tipo 1 un 
proceso que dura toda la vida, pensamos que la administración oral de un compuesto 
potencialmente nefroprotector podría ser más útil para el cumplimiento de la 
medicación y el largo periodo de tiempo que debería ser administrado. 
En la diabetes mellitus se ha observado en el riñón y en otros órganos un incremento del 
estrés oxidativo y nitrosativo, causando un aumento de las vías de inflamación celular y 
la expresión de factores de crecimiento (Jha et al., 2016). Todo ello origina un mal 
funcionamiento de los glomérulos y cambios morfológicos relacionados con un 
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incremento de la proliferación celular y la esclerosis glomerular (Jha et al., 2016). En el 
presente estudio hemos observado un claro aumento del estrés oxidativo y nitrosativo 
general, tanto en la circulación periférica como en el tejido renal de los animales 
diabéticos (Tablas 4.6 y 4.7). Este mismo perfil bioquímico se demostró en este mismo 
modelo experimental en tejido cerebral y en arterias periféricas de gran calibre 
(González-Correa et al., 2018; López-Villodres et al., 2016; Reyes et al., 2016).  
Este incremento del estrés oxidativo (mayor daño oxidativo y menor defensa 
antioxidante) y nitrosativo (incremento en la concentración de 3-nitrotirosina) se ve 
reducido por la administración precoz de hidroxitirosol, tanto a nivel periférico (niveles 
séricos) como en tejido renal. Similar comportamiento se ha demostrado en este mismo 
modelo experimental en tejido cerebral (Reyes et al., 2016). El efecto antioxidante y 
sobre el estrés nitrosativo de hidroxitirosol ha sido ampliamente demostrado en diversos 
tejidos y en distintos modelos experimentales, adjudicando a este efecto los beneficios 
de hidroxitirosol como compuesto órgano-protector (Bertelli et al., 2020). 
Por lo tanto, se podría postular que hidroxitirosol ejerce un efecto nefroprotector, al 
menos en parte, por su acción antioxidante general y a nivel renal. Esta hipótesis se 
puede fundamentar en la correlación encontrada entre las distintas variables de estrés 
oxidativo y nitrosativo y tres variables renales representativas del daño renal 
(proteinuria, aclaramiento de creatinina y volumen glomerular) (Tabla 4.9). Estas 
correlaciones demostrarían que las modificaciones realizadas en el estrés oxidativo y 
nitrosativo influyen sobre la función renal en este modelo de diabetes experimental, en 
lo referente al daño producido por la diabetes y a la prevención de dicho daño tras la 
administración oral de hidroxitirosol.  
Otros compuestos con potencial antioxidante han demostrado un efecto nefroprotector 
en modelos experimentales de diabetes, tanto de origen natural (Giribabu et al., 2017) 
como farmacológico (Abdelrahman et al., 2020; Al-Rasheed et al., 2018), adjudicando a 
este mecanismo una importancia fundamental para explicar su nefroprotección a nivel 
morfológico y funcional. Nuestro estudio aporta un efecto nefroprotector, en relación 
con su acción antioxidante, de hidroxitirosol, el principal compuesto polifenólico del 





Nuestro estudio ha demostrado por primera vez el efecto protector del hidroxitirosol 
sobre las alteraciones de las células retinianas en un modelo experimental de diabetes 
mellitus tipo 1.  
Previamente se había demostrado un efecto protector in vitro sobre las células 
epiteliales del pigmento de la retina (Granner et al., 2013; Zou et al., 2012; Liu et al., 
2007). 
La hiperglucemia produce una microangiopatía retiniana y esta induce daño en el tejido 
neuronal retiniano, pero esta hiperglucemia también daña directamente el tejido 
nervioso y hay que recordar que la retina es un complejo vascular-nervioso. La pregunta 
es si el daño vascular es anterior en el tiempo al neuronal o si es simultáneo (Villarroel 
et al., 2010; Zhang et al., 2013). En esto radica la importancia del daño directo de la 
hiperglucemia a las células nerviosas de la retina, en este sentido, algunos autores 
consideran la retinopatía diabética como un proceso neurodegenerativo en la evolución 
de la diabetes mellitus (Ozawa et al., 2011; Payne et al., 2014). Nuestros resultados van 
en la línea con los aportados por otros grupos en la literatura utilizando el mismo 
modelo experimental de diabetes mellitus tipo 1 como (Ozawa et al., 2011). 
En nuestro estudio hemos evidenciado un aumento en el grosor de la retina en los 
animales diabéticos, lo que no coincide con los trabajos mencionados anteriormente. Se 
ha descrito que en este modelo experimental se produce un aumento de la permeabilidad 
de la barrera hemato-retiniana, produciendo lo que en el humano corresponde a edemas 
retinianos (Abdouh et al. 2008). Esta hipótesis se puede confirmar indirectamente por el 
hecho de que el área retiniana ocupada por matriz extracelular es mayor en animales 
diabéticos que en animales normoglucémicos (Figura 4.7), pudiendo explicar el mayor 
grosor total de retinas observado en estos animales. 
Respecto a la disminución del número de células ganglionares, es la evidencia más clara 
de la neurotoxicidad retiniana de la diabetes mellitus experimental, coincidiendo 
también con los estudios publicados (Ozawa et al., 2011). En cuanto al tamaño de las 
células retinianas, un aumento en el tamaño de estas células podría ser consecuencia del 
edema tisular descrito en la retinopatía diabética y que conduciría a una disfunción de 
estos tipos celulares (Toyoda et al., 2016). Por tanto, los animales diabéticos mostraron 
88 
 
daño neuronal retiniano. En este mismo modelo experimental de diabetes se ha 
demostrado que el tejido cerebral es más sensible al daño neuronal producido por 
isquemia-reperfusión en comparación con los animales normoglucémicos (González-
Correa et al., 2006; Reyes et al., 2017). 
En términos generales, podríamos definir el efecto del hidroxitirosol como 
neuroprotector. Los principales cambios fueron los siguientes: reduce 
significativamente las alteraciones en el grosor de la retina (grosor total, superficies de 
células y matriz), ralentiza la pérdida de células ganglionares y de la capa nuclear 
externa, especialmente con la dosis de 5 mg/kg/día y reduce el tamaño de las células de 
la retina. Este efecto beneficioso de hidroxitirosol sobre las alteraciones retinianas en la 
diabetes experimental puede deberse a un efecto también beneficioso sobre las 
alteraciones vasculares de la diabetes y su efecto neuroprotector directo. Podemos 
pensar que existan algunos datos de citoprotección indirecta, tal como se ha demostrado 
en modelos isquémicos en hígado (Pan et al., 2013) o en tejido cerebral (Cabrerizo et 
al., 2013, González-Correa et al., 2008). En el modelo experimental de diabetes tipo 1 
se ha demostrado un efecto protector de lesiones vasculares macroangiopáticas (López-
Villodres et al., 2016) y neuroprotector en cortes de cerebro de rata (Reyes et al., 2017). 
En definitiva, en los animales tratados con hidroxitirol, el grosor total de la retina es 
estadísticamente igual al de los animales no diabéticos, y este efecto puede explicarse 
por la suma de un efecto neuroprotector y antiedematoso. Este efecto ha sido 
demostrado en un modelo experimental de hemorragia subaracnoidea, en el que se 
reduce la intensidad del edema cerebral tras el tratamiento con hidroxitirosol (Zhong et 
al., 2016). 
Independientemente del efecto protector directo del hidroxitirosol sobre el tejido de la 
retina, no debe descartarse un posible efecto sobre la microcirculación vascular. 
Tomando como variable más significativa del daño neuronal de la diabetes la 
disminución del número de células ganglionares de la retina, pudimos comprobar que en 
la modificación de esta variable se correlaciona con la producción de prostaciclina y la 
agregación plaquetaria. 
Respecto a la prostaciclina, en este mismo modelo experimental, se ha demostrado, en 
una serie de estudios farmacológicos (incluida la administración de aceite de oliva 
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virgen), que la protección de la vascularización retiniana era proporcional al grado en 
que los fármacos utilizados respetaban la producción vascular de prostaciclina (De La 
Cruz et al., 2010; Moreno et al., 1995). También se demostró en muestras de sangre de 
pacientes diabéticos con diferentes tipos de retinopatía, la implicación de la 
prostaciclina y su efecto antiplaquetario en relación a la intensidad y evolución de estos 
pacientes (De La Cruz et al., 2001, 2002). Por tanto, podríamos postular que el 
hidroxitirosol, ejerciendo un efecto protector (al menos desde el punto de vista 
bioquímico) de la producción endotelial de prostaciclina, disminuye la posibilidad de 
fenómenos retinianos isquémicos vasculares y esto podría ayudar a la neuroprotección 
cuantificada en nuestro estudio. Este efecto se ve reforzado por la relación negativa 
entre el número de células ganglionares y la intensidad máxima de agregación 
plaquetaria. Se ha demostrado un claro efecto antiplaquetario del hidroxitirosol tanto en 
sangre humana como tras la administración oral a animales de experimentación 
(González-Correa et al., 2009, López-Villodres et al., 2016). 
Se ha demostrado que la formación de peroxinitritos en varios modelos de diabetes 
experimental es un factor importante en el daño neurovascular retiniano, principalmente 
al facilitar la activación de mediadores inflamatorios en la retina (Liu et al., 2013), un 
desequilibrio entre pro-NGF y NGF, que provoca un efecto neurotóxico en las células 
nerviosas de la retina (Ali et al., 2011) o una regulación a la baja de factores como la 
poli (ADP-ribosa) polimerasa a nivel nuclear, produciendo un efecto neurotóxico en la 
retina (Pacher et al., 2005). Por otro lado, el efecto pro-oxidante de los peroxinitritos y 
su efecto inhibidor directo de la actividad de la prostaciclina-sintetasa (Schildknecht & 
Ullrich, 2009) y el estimulante de la tromboxano sintetasa plaquetaria, activando así la 
capacidad de agregación de las plaquetas (Schildknecht et al., 2008), influirían a nivel 
vascular sobre la retinopatía diabética. Se ha demostrado previamente que el 
hidroxitirosol inhibe la formación y los efectos de los peroxinitritos mediante un efecto 
neutralizante directo de los radicales derivados del óxido nítrico (Rietjens et al., 2007) y 
un efecto inhibidor de la nitración de proteínas (Deiana et al., 1999). Ambos procesos 
parecen ser independientes de su efecto antioxidante (Chen et al., 2013). También en el 
mismo modelo experimental de diabetes, se ha demostrado que el hidroxitirosol 
disminuye la producción de peroxinitrito en muestras de sangre y tejido cerebral bajo 
hipoxia-reoxigenación (López-Villodres et al., 2016; Reyes et al., 2017). 
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Finalmente, el efecto de  hidroxitirosol como protector de las alteraciones retinianas en 
el modelo experimental de diabetes, puede relacionarse nuevamente con la dualidad de 
un posible efecto vascular o tisular nervioso, ya que en estudios previos en este mismo 
modelo experimental, se observó una tendencia a un mayor efecto neuroprotector 
cerebral tras la administración de 5 mg/kg/día (Reyes et al., 2017) y un mayor efecto 
protector vascular con dosis de 1 mg/kg/día e incluso menores (López- Villodres et al., 
2016). 
Aunque las variables bioquímicas cardiovasculares anteriormente descritas permiten 
predecir estadísticamente alteraciones en el número de células ganglionares retinianas. 
La administración de hidroxitirosol también modifica otras variables que influyen en el 
nivel de vasculopatía diabética, como el tromboxano plaquetario, el estrés oxidativo y la 
producción de interleucina-1ß (López-Villodres et al., 2016). Para establecer el posible 
papel de la modificación de estas variables tras la administración de hidroxitirosol en las 
alteraciones microangiopáticas retinianas en la diabetes mellitus, se requieren 
experimentos de investigación más específicos sobre estos aspectos. 
En términos generales, aunque nuestros resultados puedan tener aplicaciones clínicas en 
los esfuerzos por prevenir la vasculopatía diabética, se necesitarán estudios adicionales 
para determinar si la incidencia de eventos vasculares disminuye en pacientes con 










































Del análisis pormenorizado de los resultados obtenidos en el presente estudio, hemos 
extraído las siguientes conclusiones: 
 
1. La administración oral de hidroxitirosol a animales sometidos a un modelo 
experimental de diabetes mellitus similar a la diabetes tipo 1 en humanos, frena el 
desequilibrio bioquímico cuantificado en los animales diabéticos controles: estrés 
oxidativo, nitrosativo y estado proinflamatorio. 
2. La administración oral de 1 y 5 mg/kg/día de hidroxitirosol produce un efecto 
antioxidante y nefroprotector en tejido renal en dicho modelo experimental de 
diabetes mellitus.  
3. El efecto nefroprotector se relaciona estadísticamente con su acción antioxidante 
sistémica y en el tejido renal, así como su efecto sobre el equilibrio 
tromboxano/prostaciclina. 
4. Hidroxitirosol ejerce un efecto neuroprotector sobre la retina de los animales 
diabéticos. 
5. El efecto protector retiniano, se relacionan estadísticamente con algunas variables 
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